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DDB1 Proteina de unién al ADN especifica de dafios 1
DDS Sistema de liberacién de farmacos (siglas en inglés)
DE Desviacion estandar
DLS Dispersion de luz dinamica
DMSO Dimetilsulfoxido
DoE Disefio experimental
DRXP Difraccién de rayos X de polvos
DSC Calorimetria diferencial de barrido (siglas en inglés)
EE Eficiencia de encapsulacion
elF2a Factor de iniciacion eucariético 2a (siglas en inglés)
elF2p3 Factor de intercambio de nucleétidos de guanina (siglas en inglés)
ETV Entecavir
FDA Administracion de alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (siglas en inglés)
GDP Guanosin difosfato
GTP Guanosin trifosfato
h Hora
HB Hepatitis por VHB
HBC Hepatitis B Crénica
HBcAg Antigeno del nucleo
HBeAg Antigeno e
HBsAg Antigeno de superficie
HBX Proteina reguladora del VHB (siglas en inglés)
HC Hepatitis por VHC
HCC Hepatitis C Crénica
HPLC Cromatografia liquida de alta resolucion (siglas en inglés)
IC Intervalo de confianza
IFN a Interferén alfa
IMC indice de masa corporal
IR Espectroscopia Infrarroja (siglas en inglés)
IRES Sitio interno de entrada al ribosoma (siglas en inglés)
Kb Kilo base
LAM Lamivudina
LD Limite de deteccién
LQ Limite de cuantificacion
m Pendiente
MeOH Metanol
MERS Sindrome respiratorio de Oriente medio (siglas en inglés)
Met-ARNt Iniciador de metionina (siglas en inglés)
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mg Miligramo
min Minuto
mL Mililitro
MUI Millones de unidades internacionales
mV Milivoltios
NAs Analogos de nucles(t)idos (siglas en inglés)
nm Nanémetro
NPs Nanoparticulas
NTZ Nitazoxanida
OMS Organizaciéon mundial de la salud
ORF Unico marco de lectura abierto (siglas en inglés)
PCL Policaprolactona
PCLA Policaprolactona-co-acido lactico
PDI indice de polidispersion (siglas en inglés)
PEG Polietilenglicol
PEG-IFN-a Interferén alfa pegilado
PEO-PPO Propileno
pH Potencial de hidrogeno
pKa Logaritmo negativo de la constante de disociacién acida de un acido débil
PKR Proteina quinasa dependiente del ARN de doble cadena
PLA Acido polilactico
PLGA Acido polilactico-co-glicélido
PNPs Nanoparticulas poliméricas
PO Via oral
PVA Alcohol polivinilico
Pz Potencial zeta
r Coeficiente de correlacion
r? Coeficiente de determinacién
RBV Ribavirina
rpm Revoluciones por minuto
RVR Respuesta virologica rapida
RVS Respuesta viroldgica sostenida
SARS Sindrome respiratorio agudo grave (siglas en inglés)
SC Subcutanea
SCB Sistema de clasificacion biofarmacéutica
SEM Microscopia electrénica de barrido (siglas en inglés)
Ser51 Serina en la posicion 51
Smc5/6 Complejo de cromosomas 5/6
SSA Secretaria de salud de México
SUIVE Sistema Unico de informacién para la vigilancia epidemiol6gica
TBV Telbivudina
TDF Tenofovir disoproxil fumarato
TEM Microscopia electronica de transmitancia (siglas en inglés)
TGI Tracto gastrointestinal
TZX Tizoxanida
USP Farmacopea de los Estados Unidos (siglas en inglés)
UV-Vis Ultravioleta-Visible
VHA Virus de la hepatitis A
VHB Virus de la hepatitis B
VHC Virus de la hepatitis C
VHE Virus de la hepatitis E
VIH Virus de la inmunodeficiencia humana
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RESUMEN

La Nitazoxanida (NTZ), una tiazolida antiinfecciosa de amplio espectro utilizada para tratar
infecciones parasitarias. En los ultimos afios, se ha descubierto que NTZ también muestra
actividad contra multiples virus, incluyendo el virus de la hepatitis B y C. Sin embargo, su
eficacia terapéutica se ve comprometida debido a su baja solubilidad acuosa, lo que limita

su biodisponibilidad para la administracion oral.

Para abordar esta problemética ha cobrado gran auge el empleo de nanoparticulas
poliméricas (PNPs), que son sistemas de liberacion de farmacos capaces de aumentar su
biodisponibilidad oral. Estos sistemas son elaborados con polimeros biocompatibles y
pueden cargar farmacos hidrofobicos como la NTZ, lo cual mejoraria sus propiedades

biofarmacéuticas.

En el presente estudio, se desarrollaron PNPs cargadas con NTZ, para su elaboracién se
sigui6 el método de emulsion simple/evaporacion de disolvente. Para establecer
condiciones de formulacion se utilizé un disefio experimental (DoE) 22, utilizando como
factores la concentracién del polimero (policaprolactona, PCL) y del estabilizante (alcohol
polivinilico, PVA), como respuestas se utilizaron al tamafio de particula (< 500 nm), el indice
de polidispersion (PDI), la eficiencia de encapsulacién (%EE), la capacidad de carga
(%CC).

Se realiz6 un andlisis estadistico a través del software Statgraphics Centurion XVI,
obteniendo los siguientes valores de optimizacion: 30 mg de PCL y 1.5 % de PVA. Los lotes
optimizados se caracterizaron, se evaluaron sus perfiles de liberacion in vitro utilizando un
buffer de fosfatos a pH 6.8 simulando condiciones intestinales y se evalu6 su capacidad de
permeabilidad utilizando un modelo ex vivo de intestino de cerdo. Para la cuantificaciéon de
las muestras de los diversos estudios se desarrollé y validé6 un método de cuantificacion
para NTZ por medio de HPLC (Cromatografia liquida de alta eficiencia), obteniendo un
método analitico lineal (r>= 0.9993), preciso (CV=0.47 %), exacto y especifico para
cuantificar NTZ. Asi mismo, se realiz6 la evaluacién del estado cristalino de NTZ y de las
PNPs-NTZ por calorimetria diferencia del barrido (DSC) y difracciéon de rayos x de polvos
(DRXP), se verifico la interaccion entre los componentes de la formulacion y de NTZ por

infrarrojo (IR).
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Obteniendo los siguientes resultados para la formulacion optimizada de PNPs-NTZ, un
tamafio de particula promedio de 360 + 18 nm, un PDI de 0.171 + 0.01, un potencial zeta
de-10+1.2mV,un %CCde 1+0.2 %y un %EE del 96 + 2.2 %. La caracterizacion fisica
por DCS y DRXP, mostré que la NTZ al ser incorporada a las PNPs, se encuentra en estado
amorfo debido a que no se observa la sefial caracteristica de NTZ en el termograma o en
el difractograma que corresponde al de las PNPs-NTZ. Mientras que los estudios de IR
confirmaron que no hay una interaccién significativa entre los componentes de la
formulaciéon y NTZ, también se pudo determinar que NTZ se encontraba disperso en las
PNPs, debido a que se identifico su sefal correspondiente dentro del espectro de las PNPs-
NTZ. Por otra parte, los perfiles de liberacion de NTZ desde las PNPs mostraron una
liberacion constante del 25 % del farmaco a las 72 h, mientras que la NTZ sin PNPs sélo
liberd el 5 % del farmaco en el mismo tiempo. En cuanto a la permeabilidad, se demostré
que las moléculas de NTZ permean en mayores cantidades desde las PNPs que sin el
nanosistema, en donde las PNPs-NTZ a 240 min transfiere una masa total de 6.5 ugy NTZ

en suspension de 3.1 ug.

En conclusion, se logré el desarrollo de un nanosistema polimérico de PCL que permitié la
encapsulacion de NTZ, presentando resultados satisfactorios de acuerdo con los objetivos

del proyecto.
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ABSTRACT

Nitazoxanide (NTZ), a broad-spectrum anti-infective thiazolide used to treat parasitic
infections. In recent years, NTZ has also been found to show activity against multiple
viruses, including hepatitis B and C virus. However, its therapeutic efficacy is compromised

due to its low aqueous solubility, which limits its bioavailability for oral administration.

To combat this problem, the use of polymeric nanoparticles (PNPs), which are drug delivery
systems capable of improving the low solubility of drugs and increasing their oral
bioavailability, has become increasingly popular. These systems are made from
biocompatible polymers and can load hydrophobic drugs such as NTZ, which would improve

their biopharmaceutical properties.

In the present study, NTZ-loaded PNPs were developed, for their elaboration the simple
emulsion/solvent evaporation method was followed. An experimental design (DoE) 22 was
used to establish formulation conditions, using as factors the concentration of the polymer
(polycaprolactone, PCL) and the stabilizer (polyvinyl alcohol, PVA), as responses the
particle size (< 500 nm), the polydispersity index (PDI), the encapsulation efficiency (%EE),
and the loading capacity (%CC).

Statistical analysis was performed through Statgraphics Centurion XVI software, obtaining
the following optimization values: 30 mg PCL and 1.5 % PVA. The optimized batches were
characterized, there in vitro release profiles were evaluated using a phosphate buffer at pH
6.8 simulating intestinal conditions and their permeability capacity was evaluated using an
ex vivo pig intestine model. For the quantification of the samples from the different studies,
a quantification method for NTZ was developed and validated by means of HPLC (High
Performance Liquid Chromatography), obtaining a linear (r>= 0.9993), precise (CV=0.47 %),
accurate and specific analytical method to quantify NTZ. The crystalline state of NTZ and
PNPs-NTZ was also evaluated by scanning difference calorimetry (DSC) and powder X-ray
diffraction (XRD), and the interaction between the components of the formulation and NTZ

was verified by infrared (IR).

The following results were obtained for the optimized PNPs-NTZ formulation, an average
particle size of 360 = 18 nm, a PDI of 0.171 + 0.01, a zeta potential of -10 + 1.2 mV, a %CC
of 1 £0.2 % and a %EE of 96 + 2.2 %. Physical characterization by DCS and XRD, showed
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that NTZ when incorporated into PNPs, is in an amorphous state since the characteristic
NTZ signal is not observed in the thermogram or in the diffractogram corresponding to that
of PNPs-NTZ. While the IR studies confirmed that there is no significant interaction between
the formulation components and NTZ, it could also be determined that NTZ was dispersed
in the PNPs, because its corresponding signal was identified within the spectrum of the
PNPs-NTZ. On the other hand, the release profiles of NTZ from PNPs showed a constant
release of 25 % of the drug at 72 h, while NTZ without PNPs released only 5 % of the drug
in the same time. Regarding permeability, NTZ molecules were shown to permeate in higher
amounts from PNPs than without the nanosystem, where PNPs-NTZ at 240 min transferred

a total mass of 6.5 pg and NTZ in suspension of 3.1 ug.

In conclusion, the development of a polymeric nanosystem of PCL that allowed the
encapsulation of NTZ was achieved, presenting satisfactory results according to the

objectives of the project.
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1. INTRODUCCION

De acuerdo con la OMS, las hepatitis se definen como inflamaciones del higado causadas
por uno de los cinco virus de la hepatitis (A, B, C, D y E). A nivel mundial se calcula que
aproximadamente 3.4 millones de casos sintomaticos son de tipo A, 292 millones son de
tipo B, 71.1 millones son de tipo C, 23.9 millones de tipo D y 69.622 nuevos casos de tipo
E.!

Las hepatitis viricas B y C son causadas por el virus de la hepatitis B (VHB) y virus de la
hepatitis C (VHC), respectivamente. En sus estados cronicos, se consideran entre las

principales causas para desarrollar cirrosis hepatica y carcinoma hepatocelular. 23

La terapia antiviral para la hepatitis B cronica (HBC) se basa en dos grupos, a) interferones
en su forma estandar (IFN a) y pegilado (Peg IFN-a) administrados por via subcutanea, que
han reportado efectos secundarios graves como trastornos autoinmunes y del estado del
animo y b) analogos de nucleos(t)idos (NAs) (lamivudina, entecavir, adenofovir, disoproxil
fumarato y tenofovir) administrados por via oral, que han reportado una baja tasa de

eliminacién sostenida del antigeno de superficie (HBsAg). 4’

Para el caso de la hepatitis C crénica (HCC), el tratamiento consiste en una terapia
combinada de Peg IFN-a y Ribavirina (RBV) por 24 o0 48 semanas, asociados al Peg IFN-a

con efectos secundarios y a RBV con resistencia sobre ciertos genotipos del virus. 4810

De acuerdo con Pisano y colaboradores'?, la terapia farmacolégica ideal para la HBC debe
presentar un aumento en la tasa de pérdida del HBsAg, supresion sostenida de la
replicacién del VHB o la eliminacion del ADN circular covalentemente cerrado del VHB
(ADNCccc). Por su parte, Bidell y colaboradores!? especifican que la terapia para HCC debe
presentar un incremento de la tasa de respuesta virolégica sostenida (RVS) y un bajo indice

de resistencia frente al VHC.

Por lo tanto, necesitamos encontrar nuevos agentes farmacoldgicos o investigar aquellos
que ya se encuentren disponibles y puedan ser reposicionados en el uso terapéutico,

cumpliendo con las condiciones mas cercanas a la idealidad que se ha descrito.

La Nitazoxanida (NTZ), tiazolida antiinfecciosa de amplio espectro, se le han atribuido

recientemente propiedades antivirales contra VHB y VHC en estudios in vitro. 3
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Rossignol y colaboradores!* reportan que NTZ presenta una reduccién considerable de
HBsAg, antigeno e (HBeAg) y del ADNccc del VHB. Siendo esta la primera vez que se le
ve implicado como un potencial uso para el tratamiento contra hepatitis.

Adicionalmente a su efecto contra el VHC, varios autores reportan que NTZ presenta una
potente actividad antiviral contra multiples genotipos contra los replicones portadores de

mutaciones contra los inhibidores de la proteasa y a los nucleétidos.**-16

La NTZ se encuentra disponible comercialmente en formas de dosificacion oral: tabletas de
500 mg y suspension oral de 100 mg/ 5 mL.Y” Sin embargo, NTZ presenta baja solubilidad
acuosa y por ende baja biodisponibilidad, con reportes de efectos adversos como vomito,

dolor abdominal y cefalea. 8

La eficacia del tratamiento puede mejorarse mediante el uso de la nanotecnologia aplicada
a la industria farmacéutica, donde los nanoportadores de farmacos como las PNPs
presentan entre sus ventajas propiciar una liberacion controlada del farmaco, mejorar la
biodisponibilidad, proteccion del farmaco, alta capacidad de carga del principio activo,

disminucion en dosis, tiempos de administracién y una disminucion de los efectos adversos.

19 20

Por esta razén, este proyecto plantea desarrollar un nanosistema polimérico que permita la
encapsulacion de NTZ con actividad antiviral contra VHB y VHC in vitro. Para ofrecer una
nueva alternativa en la administracién de farmacos antivirales, superando las desventajas
asociadas, como la resistencia farmacolégica, la necesidad de mdltiples dosificaciones y
efectos adversos, llevando asi a obtener una formulacién optimizada que permita una
terapia eficaz optimizada y mejorada en el tratamiento de las infecciones causadas por VHB
y el VHC.
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2.1.  Hepatitis virales

Las hepatitis virales son enfermedades inflamatorias que afectan principalmente al higado,
que puede ser causadas por cinco virus filogenéticamente alejados entre si, que se conocen
como virus de la hepatitis A, B, C, D y E, ' que presentan vias de transmisién, poblacion
susceptible y resultados sanitarios distintos.?°

Las manifestaciones clinicas de la hepatitis viral se agrupan segun el grado de complejidad
de la enfermedad y el agente viral. La hepatitis aguda abarca una enfermedad asintomatica
con tiempos de resolucién de 4 u 8 semanas donde los pacientes pueden mantenerse sin

tratamiento, normalmente se asocia con hepatitis A.%

Sin embargo, personas infectadas con el virus de la hepatitis B (VHB) y el virus de la
hepatitis C (VHC) pueden presentar infecciones a largo plazo denominadas hepatitis
cronica, con una persistencia minima de 6 meses. En algunos casos provoca
cicatrizaciones en los tejidos (fibrosis), cicatrizacion irreversible (cirrosis) y carcinoma

hepatocelular. 192

En el mundo, las hepatitis virales se reportan como un problema de salud publica debido a
que se estima que cada afio mueren 1.4 millones de personas a causa de infecciones
agudas, cancer hepatico y cirrosis asociada a las hepatitis. Del total de las muertes
reportadas, el 47 % se atribuyen a VHB, el 48 % a VHC, el 5 % restante al Virus de la
hepatitis A (VHA) y Virus de la hepatitis E (VHE). 2°

2.1.1. Epidemiologia de las hepatitis virales en México

La Secretaria de Salud de México (SSA) ha reportado que de 1990 a 1999 existen un total
de 217,513 casos de hepatitis virales en el pais, de los cuales 85.3 % corresponde al VHA,

3.7 % a VHB y un 11 % no contaban con diagndstico preciso. %

Del 2010 al 2020 se presentan un total de 3, 978 casos de hepatitis A con una tasa de
incidencia nacional de 3.11 (por cada 100,000 habitantes), 7,746 casos de hepatitis B con
una tasa de incidencia nacional de 0.28 (por cada 100,000 habitantes) y 1,366 casos de
hepatitis C (por cada 100,000 habitantes). %
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El Sistema Unico de Informacién para la Vigilancia Epidemioldgica (SUIVE) informa de
casos por grupos de edad. La infeccion por el VHA se detecta principalmente en nifios,
mientras que el VHC es diagnosticada en mayor proporcion en adultos entre 40 y 50 afios.
A pesar del programa de vacunacion de recién nacidos que inicié en el 2000, se reportan
casos de VHB entre adolescentes y adultos en edades sexualmente activas coincidiendo

con el incremento en la prevalencia del VHB en estos grupos de edad.??

2.2.  Virus de la Hepatitis B

El VHB (Figura 1) pertenece a la familia Hepadnavirus del género Orthohepadnavirus, el
viridn completo es denominado como particula de Dane, con un diametro aproximado de
42 nm. Presenta una doble envoltura; la capa externa o capside se conforma por
lipoproteinas donde se incrustan glicoproteinas o antigenos de superficie denominados S,
MyL.2%

Polimerasa
viral

Nucleocapside
Hcore”

Figura 1. Estructura del VHB 23

El ADN del genoma viral tiene un tamafio de 3200 kb, es un ADN circular relajado (ADNTr)
de doble hélice con una hebra negativa completa y una hebra positiva incompleta, dentro
de las células hepaticas (Figura 2) es reparado y sirve como molde para iniciar la
transcripcion del ARN pregenémico del VHB, proceso que es estimulado con la formacién
de un complejo de ligasas formado por la unién de la proteina reguladora X del VHB (HBX)
y la proteina de unién a ADN especifica de dafios 1 (DDB1) que degrada al complejo de
cromosomas 5/6 (Smc5/6), la transcripcion del ARN del VHB da paso a la traduccién de las
diferentes proteinas virales, formando la nucleocapside de los viriones, son ensamblados y

liberados a fuera de las células iniciando una infeccion localizada en el higado. %
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2.2.1. Hepatitis B

La hepatitis por VHB (HB) es una enfermedad infecciosa, capaz de producir una
enfermedad aguda o crénica, que pueden ocasionar cirrosis y carcinoma hepatocelular.?®
El periodo de incubacion puede durar entre 30 y 180 dias, siendo HBsAg el primer marcador
serolégico en aparecer, seguido después del anticuerpo contra el antigeno del ndcleo
(HBcAg) predominante del tipo IgM. El HBeAg también puede ser detectado en la mayoria

de los pacientes con infeccién aguda.?

La progresién de HB aguda a cronica se determina por la edad al momento de la infeccion,
el estado inmune del hospedero, el uso de inmunosupresores, la posible coinfeccién con el
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), y factores ambientales como la ingesta de

alcohol. %

La manifestacion de la infeccion aguda en adultos se resuelve en un 90 a 95 % del total de
los casos, y s6lo de un 5 a 10 % desarrolla infeccion cronica; en el caso de los nifios, a
temprana edad en aproximadamente un 50 % desarrollan cronicidad, y hasta un 90% de
los recién nacidos de madres infectadas pueden evolucionar a casos cronicos si no se

toman las medidas preventivas. %

La infeccién crénica puede evolucionar a dafio hepatico progresivo hasta un 15 a 40 % de
casos, con la posibilidad de desarrollar cirrosis e insuficiencia hepatica y/o hepatocarcinoma
requiriendo medicacion y, posiblemente un trasplante de higado que en ultima instancia

conlleva a la muerte.?®

Las formas mas comunes de transmision del virus son por contacto sexual , por via
parenteral en personas que comparten agujas consciente o inconscientemente, por
exposicion de las mucosas a fluidos corporales como sangre y liquidos serosos positivos
para el HBsAg proveniente de una persona con infeccién aguda o crénica y, a través de la
madre hacia el hijo durante el parto; para estos, si la madre es positiva tanto para HBsAg o
HBeAg, el riesgo perinatal puede ser del 70 % hasta 90 %; sin embargo, el riesgo se reduce

a un 10 % menos si se inmuniza al recién nacido.?®
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2.2.2. Prevalencia de la enfermedad en México

Se tienen evidencias que en México predominan los genotipos H y G del VHB, mientras
que en otras partes del mundo predominan diferentes genotipos del VHB, en el continente
asiatico se encuentran los genotipos B y C, en Europa y Estados Unidos predomina el Ay

D, mientras que el F predomina en Centroamérica y Sudamérica. 2

Entre 2010 y 2020 se han presentado un promedio de 7,745 casos anuales de hepatitis B
en México; observandose una tendencia a la baja entre 2010 y 2017. Sin embargo, en 2020
se tiene un registro de 369 casos. Dentro de los estados que reportan las tasas més altas
en 2020, fueron Quintana Roo (0.81), Chihuahua (0.66) y Tamaulipas (0.60). Respecto al
género, se tiene una mayor prevalencia en el sexo masculino del 75.3 % y un 24.7 % para
el femenino. Por grupo de edad, el mayor nimero de casos y las tasas de incidencia mas

alta se presentaron en adultos de 25 a 44 afios seguido de los adultos de 50 a 59 afios. ?’
2.2.3. Tratamiento para hepatitis B

Las metas terapéuticas para la infeccién por VHB son obtener una supresién sostenida de

la replicacion viral, remision de la enfermedad y la posible erradicacion del ADNccc. 2°

Los pacientes candidatos a recibir tratamiento son aquellos con hepatitis cronica, con
HBsAg positivo, elevadas cifras de Alanino-aminotrasferasa (ALT) > 60 UI/L y alta carga

viral > 10° copias/mL durante un periodo de seis a doce meses.

Actualmente el tratamiento aprobado se basa en interferones alfa (IFN a) y analogos de

nucleétidos/nucledsidos (NAs) que se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Tratamientos para hepatitis B

Duracién
Esquema de del Costo (pesos

. : . Observaciones
tratamiento tratamiento mexicanos)

(CENELES))]

IFN a 2b de 5 A 10 En pacientes HBeAg negativos presentan

millones de unidades una elevada tasa de recidivas, que se
internacionales (MUI)/ 24 $1,515.00 pueden reducir prolongando la terapia a 96 | 252829
3 por semana por via semanas.

subcutanea (SC)

IFN a _—
La respuesta farmacoldgica para los

Peg IFN-a2b 1.5 $$2é819:40(?0' genotipos A es del 60%, B del 42 %, C del

ug/Kgy Peg IFN-a 2 a 48 e 32 %y D del 28 %, una baja carga viraly | 25.28.29
180 pg/semana $ 2,960.00 una pérdida del 37 % del HBeAg.
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Se reporta una mejora histolégica,
seroconversion del HBeAg, supresion del
ADN del VHB y una normalizacién de la 25.28,34
ALT, su principal desventaja es la
resistencia genotipica por parte del VHB
hacia LAM.

Lamivudina (LAM) 100

mg/dia 52 $ 4,348.00

El uso de 30 mg/dia tiene una mayor
eficacia; sin embargo, los pacientes
52 $241.00 presentaron nefrotoxicidad. El ADV 25,28,34
presenta un menor indice de resistencia
comparado a LAM.

En pacientes resistentes a LAM la dosis
Entecavir (ETV) 0.5 incrementa a 1 mg/dia. ETV ha presentado 25.28.35

mg/dia resistencia debido a mutaciones
NAs estructurales

Adefovir dipivoxil
(ADV) 10 mg/dia

52 $ 4,499.00

Se ha reportado resistencia fenotipica a un
afio posterior al tratamiento de 6% en
pacientes HBeAg positivos y un 3.5% en

Telbivudina (TBV) 600 48 $ 4,348.00 pacientes HBeAg negativos. A los dos 25,28,36

mg/dia o : . .
afos, la resistencia farmacologica alcanza
un 22% en pacientes HBeAg positivos y 9%
en negativos.
Reduce significativamente la carga viral en
Tenofovir disoproxil pacientes sin recibir tratamiento retroviral
fumarato (TDF) 300 48 $ 1,989.00 (naive) y resistentes a LAM, pero sumado a | 25.28,37
mg/dia esto se ha reportado un deterioro agudo de

la funcion renal por TDF.

Para el caso de los dos tipos de interferones no hay reportes de resistencia farmacolégica,
pero su administracion SC y su perfil de efectos adversos como sintomas gripales, fatiga,
alteraciones en el estado de animo, citopenia, trastornos autoinmunes en adultos, anorexia
y pérdida de peso en nifios, constituyen desventajas de adherencia terapéutica por parte

del paciente.?:28:30-33

2.3.  Virus de la Hepatitis C

El VHC (Figura 3) pertenece a la familia flaviviridae y al género hepacivirus. El virion
presenta un tamafio de 50 o 60 nm de diametro de estructura pleomérfica, cuenta con una
envoltura que esta formada por una bicapa lipidica en la que se anclan dos proteinas de
envoltura, E1 y E2, formando una particula lipoviral de 70 a 80 nm de diametro. Esta
envoltura viral rodea a la nucleocapside, compuesta por multiples copias de la proteina del

nucleo o core.

-
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Figura 3. Estructura del VHC 3

La nucleocéapside rodea al genoma viral, un ARN de aproximadamente 9.6 kb de longitud
con una sola cadena en sentido positivo y un Unico marco de lectura abierto (ORF, Open
Reading Frame por sus siglas en inglés) que codifica a una poliproteina precursora de 3000
aminoacidos, aproximadamente. Esta proliproteina es procesada tanto por proteasas
virales como del huésped dando lugar a 3 proteinas estructurales (core, E1, E2), proteina
p7 y otras 6 proteinas no estructurales (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B). 3840

El material genético del VHC dentro de la célula hepética (Figura 4), es dirigido por el sitio
interno de entrada al ribosoma (IRES) hacia las subunidades ribosomales 40s iniciando la
traduccién de proteinas virales en el reticulo endoplasmico rugoso que al madurar se unen
a factores del huésped formando la red membranosa, donde se copia el ARN positivo en
uno negativo que sirve como molde para la progenie de ARN gendémico positivo. Estos
moldes sirven para sintetizar nuevas proteinas y para iniciar con la encapsulacién de
nuevos viriones que, una vez ensamblados son liberados a través de la via de secrecion

celular iniciando una nueva infeccion. 414

-
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2.3.1. Hepatitis C

La hepatitis por VHC (HC) es una de las principales causas de enfermedad hepatica
cronica, cirrosis y carcinoma hepatocelular. EI VHC se transmite principalmente a través de
la exposicién a sangre infectada y a otros fluidos corporales. Entre los riesgos considerados
para una posible infeccion estan haber tenido una transfusibn de sangre o sus
componentes, recibir un trasplante de érganos antes de 1995, uso de drogas por via
intravenosa o0 intranasal, punciones accidentales al compartir agujas de jeringas
contaminadas con sangre infectada por el VHC, practicarse tatuajes, piercing,
perforaciones, acupuntura, manicure o podologia con instrumentos no esterilizados o
contaminados, personal de salud expuesto al contacto con sangre infectada por VHC,
transmision vertical (de madre a hijo durante el nacimiento) y por un contacto sexual en el

caso de multiples parejas hetero u homosexuales. #°

Posterior a la exposicion, la HC puede presentarse como infeccién aguda o cronica, la
infeccibn aguda se presenta como asintomética, menos del 25 % de los pacientes

presentan ictericia. ¢

Del total de personas con infeccion aguda, entre un 15 a 45 % de las personas contagiadas
presentan una resolucién espontanea de la infeccion que ocurre generalmente en los
primeros seis meses posteriores a la exposicion. Entre el 25 y el 30 % de las personas con
infeccion aguda pueden presentar sintomas como fiebre, ictericia y dolor abdominal.
Alrededor del total de personas con infeccion aguda, del 60% al 80 % desarrollan una
infeccion cronica. Entre los factores que determinan la progresion a una infeccién crénica
esté la adquisicion del VHC en una edad avanzada (> 40 a 55 afios), género masculino,
posible coinfeccién con VIH, indice de masa corporal (IMC) elevado (> 25.0 kg/m?),
consumo de alcohol, manifestaciones de esteatosis hepatica, posible coinfeccién con VHB
y VIH 4146

La HCC se define como la persistencia del ARN del VHC en la sangre durante un periodo
mayor a seis meses después del inicio de la infeccién aguda, alrededor del 55 % al 85 %
de los pacientes con infeccion aguda desarrollan HCC. Aproximadamente de un 20 % al 30
% de los pacientes con HCC desarrollan cirrosis en un periodo de 10 a 30 afios, estos
pacientes pueden sufrir una descompensacion hepdética, carcinoma hepatocelular y/o

muerte relacionada con dafio hepatico. #’
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2.3.2. Prevalencia en México

En México se estima que existen entre 400,000 a 1,400,000 personas infectadas por el
VHC, de los cuales se estima que por lo menos 200,000 a 700,000 presenten una

viremia activa y requieran tratamiento. 2

Predominan los genotipos 1la y 1b del VHC, en una menor proporcién el 2a 'y 3b. El
genotipo 3a se encuentra con mayor frecuencia en la zona norte y sur del pais, mientras
que en occidente predomina el genotipo 1a seguido del 1b desde mas de 10 afios.
Siendo el genotipo 1b el que mayor predomina en México y desafortunadamente los
pacientes que presentan este genotipo son mas resistentes al tratamiento con Peg IFN-
ay RBV. 22

En el periodo de 2010 a 2020 se estimé un promedio de 2,108 casos anuales de HC en
México. Durante 2020, se registraron 1,366 casos de HC, con una tasa de incidencia
nacional de 1.06 casos por cada 100,000 habitantes. Dentro de los estados que
presentaron las tasas de incidencia mas altas, en casos por cada 100,000 habitantes,
se encontraron Baja California (5.31), Chihuahua (2.37) y Colima (2.29). Por grupo de
edad, el mayor nUmero de casos se reportd en el grupo de edad de 25 a 44 afios;
mientras que la tasa de incidencia mas alta se reporta en el grupo de edad de 45 a 49

afios. %7

2.3.3. Tratamiento para hepatitis C

El objetivo principal con los tratamientos para la HCC es lograr una erradicacién sostenida

del VHC, conocida como respuesta viroldgica sostenida (RVS) que se define como la

ausencia del ARN del VHC en plasma evaluado por un método con alta sensibilidad al

finalizar el tratamiento y después de 12 semanas de haber concluido el tratamiento. 4852

La RVS se considera como un pardmetro importante, ya que se ha comprobado que esta

asociada con multiples beneficios clinicos, entre ellos la erradicacion de la infeccién viral a

largo plazo, una mejora histolégica debido a una regresioén de la fibrosis en higado, y a una

tasa baja de complicaciones como cirrosis, insuficiencia hepatica, carcinoma hepatocelular

y una reduccioén del riesgo de mortalidad relacionada con dafio hepatico. 48-52

Debido a la alta diversidad genética y a la rapida tasa de mutacion del VHC, no se dispone

de una vacuna preventiva. Por lo tanto, durante mas de una década se ha administrado IFN
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a por via SC con dosis de 3 MUI/ 3 veces por semana y RBV por via oral (PO) de 800 a
1200 mg/dia, considerada como terapia estandar para tratar HCC. 53

Este tratamiento mejora la tasa de RVS hasta un 38 a 43%. Como la RVS depende en gran
parte del genotipo del VHC, las personas infectadas con el genotipo 1 necesitan un
tratamiento durante 48 semanas para alcanzar una RVS del 29 % y los infectados con los
genotipos 2 y 3, necesitan un tratamiento de 24 semanas para alcanzar una tasa de RVS
del 66 %. Actualmente, el tratamiento es Peg-IFN-a junto con RBV, logrando una RVS
alrededor del 50 % para el genotipo 1y del 80 % para los genotipos 2y 3. >3

El tratamiento se selecciona en funcion al genotipo del VHC de la infeccion:

o Genotipos 2a-2b, 3a-3d, 5a, 6a y mixtos: IFN a recombinante: 3 inyecciones SC de
3 MUl y RBV: PO 10 mg/Kg/dia/semana, durante 24 semanas.>?

e Genotipos la-1c y mixtos (1-4): IFN a recombinante: 3 inyecciones SC de 3 MUl y
RBV: PO para personas < 75 kg requieren de 1000 mg/dia/semana y para pacientes

> 75 kg requieren de 1,200 mg/dia/semana durante 48 semanas.>?

Sin embargo, el tratamiento con Peg-IFN-a/RBV ha presentado efectos adversos graves
como; anemia, citopenia, neutropenia, insomnio, irritabilidad, ansiedad, psicosis, intentos
de suicido y trombocitopenia, por lo cual se ha optado por la basqueda de otras terapias

antivirales, las cuales se describen en la tabla 2.53-%°

R

S

N 2,
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Tabla 2. Recomendaciones de tratamientos para hepatitis C cronica segun el genotipo
Duracion

. . del Costo
Genotipo Esquema de tratamiento

tratamiento (pesos mexicanos)

(semanas)

Ledipasvir 90 mg/dia + sofosbuvir 400 mg/dia $ 62,370.00/ 28 tabletas

Paritaprevir 12.5 mg + ritonavir 50 mg + ombitasvir 75 mg + dasabuvir 250
la L , 12 $166,638.00 53-55
mg/12 h + ribavirina 1000-1200 mg/dia

Sofosbuvir 400 mg/dia + simeprevir 150 mg/dia + ribavirina 1000-1200 mg/dia $235,308.00/ 28 tabletas + $35,355.00/7 capsulas + $1664.00/ 18 capsulas
Ledipasvir 90 mg/dia+ sofosbuvir 400 mg/dia $ 62,370.00/ 28 tabletas
Paritaprevir 12.5 mg + ritonavir 50 mg + ombitasvir 75 mg + dasabuvir 250
1b $166,638.00 53-55
mg/12 h 12
Sofosbuvir 400 mg/dia + simeprevir 150 mg/dia $235,308.00/ 28 tabletas + $35,355.00/7 capsulas
2 Sofosbuvir 400 mg/dia + ribavirina 1000-1200 mg/dia 12 $235,308.00/ 28 tabletas + $1664.00/ 18 capsulas 53-55
3 Sofosbuvir 400 mg/dia + ribavirina 1000-1200 mg/dia 24 $235,308.00/ 28 tabletas + $1664.00/ 18 capsulas sa55
Sofosbuvir 400 mg/dia + ribavirina 1000-1200 mg/dia + Peg IFN-a 1.5 pg/kg 12 $235,308.00/ 28 tabletas + $1664.00/ 18 capsulas
Ledipasvir 90 mg/dia + sofosbuvir 400 mg/dia 12 $ 62,370.00/ 28 tabletas
Paritaprevir 12.5 mg + ritonavir 50 mg + ombitasvir 75 mg + ribavirina 1000-
12 $166,638.00
1200 mg/dia
4 53-55
Sofosbuvir 400 mg/dia + ribavirina 1000-1200 mg/dia 24 $235,308.00/ 28 tabletas + $1664.00/ 18 capsulas
Sofosbuvir 400 mg/dia + ribavirina 1000-1200 mg/dia + Peg IFN-a 1.5 pg/kg 12 $235,308.00/ 28 tabletas + $1664.00/ 18 capsulas + $5,100.00
Sofosbuvir 400 mg/dia + simeprevir 150 mg/dia + ribavirina 1000-1200 mg/dia 12 $235,308.00/ 28 tabletas + $35,355.00/7 capsulas + $1664.00/ 18 capsulas
Sofosbuvir 400 mg/dia + ribavirina 1000-1200 mg/dia + Peg IFN-a 1.5 ug/kg 12 $235,308.00/ 28 tabletas + $1664.00/ 18 capsulas + $5,100.00 e 55
5
Peg IFN-a 1.5 pg/kg + ribavirina 1000-1200 mg/dia 48 $5,100.00 + $1664.00/ 18 capsulas
Ledipasvir + sofosbuvir 400 mg/dia 12 $ 62,370.00/ 28 tabletas
6 53-55
Sofosbuvir 400 mg/dia + ribavirina 1000-1200 mg/dia+ Peg IFN-a 1.5 pg/kg 24 $235,308.00/ 28 tabletas + $1664.00/ 18 capsulas + $5,100.00
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Debido a las desventajas planteadas en los tratamientos estandarizados tanto para HBC
como para HCC, se propone emplear el reposicionamiento farmacéutico de Nitazoxanida,

describiendo en la siguiente seccion su actividad antiviral frente a el VHB y el VHC.

2.4. Nitazoxanida: Antecedentes y generalidades

La Nitazoxanida (NTZ) es una tiazolida antiinfecciosa de amplio espectro, con actividad
contra bacterias anaerobias, protozoarios, helmintos y recientemente probada en virus
como VHB, VHC, virus de localizacion gastrointestinal como Norovirus y Rotavirus; y virus

respiratorios en particular influenza y coronavirus (CoV) como MERS y SARS.56-64

La NTZ (Figura 5) se sintetizé por primera vez a principios de la década de los 70’s del siglo
XX, a partir del andamiaje de la niclosamida, sustituyendo el anillo aromético nitrado por un

nitrotiazol, un heterociclo de 5 a&tomos. °¢¢

(o]
Nitazoxanida \
+N—70

(0] o o S \

AN

Iz

Figura 5. Estructura quimica de Nitazoxanida

Se autoriz6 su comercializacion en 2004 por la Food and Drug Administration (FDA) como
tratamiento para la diarrea y la enteritis causada por Cryptosporidium spp o Giardia lamblia,

bajo el nombre comercial de Alinia ® por Romark Laboratories. ¢’

Se considera que NTZ in vitro actia contra una amplia gama de bacterias grampositivas y
gramnegativas obligadas y facultativas, asi como cepas replicantes y no replicantes de

Mycobacterium tuberculosis; también en estudios se determiné su actividad farmacol6gica
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en el tratamiento de la enfermedad por Clostridium difficile. El mecanismo de accién de NTZ
contra los organismos anaerdbicos es atribuido a una interferencia con las reacciones de
transferencia de electrones dependientes de la enzima piruvato: ferredoxina oxidoreductasa

(PFOR), que son esenciales para el metabolismo energético anaerdbico. 576768

2.4.1. Propiedades fisicoquimicas de Nitazoxanida

Las propiedades fisicoquimicas de NTZ se muestran en la tabla 3, donde se observa que
la molécula presenta una baja solubilidad acuosa, adicionalmente, NTZ presenta alta
permeabilidad a través del epitelio intestinal, lo cual segun los criterios establecidos por el

Sistema de Clasificacion Biofarmacéutico (SCB), coloca a NTZ dentro de la clase II. 806970

Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas de nitazoxanida 7*

Caracteristicas fisicoquimicas de Nitazoxanida

Nombre IUPAC 2-acetiloxi-N-(5-nitro-2-tiazolil) benzamida.
Foérmula quimica C12H9N3OsS
Peso molecular 307.3 g/mol
Punto de fusion 202 °C
Punto de ebullicion 394 °C
Log P 1.63
pKa 8.3
Apariencia Polvo cristalino de color amarillo
Solubilidad acuosa 7.5 pg/mL
- Acetona, acetonitrilo, acetato de etilo, etanol,
Solubilidad en o . )
. . dimetilsulféxido (DMSO), isopropanol, N, N-
disolventes orgénicos o )
dimetilformamida (DMF), metanol y tolueno.

2.4.2. Farmacocinética de Nitazoxanida

La NTZ se administra por via oral en presentacion de tabletas de 500 mg o suspension oral
de 100 mg/mL, se absorbe parcialmente en el tracto gastrointestinal (TGI) en el epitelio del
intestino delgado. La NTZ se encuentra en circulacion sanguinea, donde en el plasma sufre
hidrolisis por esterasas plasmaticas dando paso a su metabolito activo, la tizoxanida (TZX)
(Figura 6). 677273
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Figura 6. Proceso de hidrdlisis por esterasas plasméaticas de Nitazoxanida a Tizoxanida (2-hidroxi-N-(5-

nitrotiazol-2-il) benzamida).

Tras una administracion oral de 500 mg de NTZ, dos veces al dia durante siete dias, TZX

alcanza una concentracion plasmatica maxima (Cmax) de 2 mg/L de 1 a 4 horas y se une en

mas del 99 % a proteinas plasmaticas; la vida media de eliminacion de TZX en plasma es

~1.5 horas. Se ha reportado que TZX no inhibe las enzimas del citocromo P450, por lo que

no se esperan interacciones farmacolégicas. "2

La TZX en higado sufre una conjugacién con acido glucurénido, transformandose en

glucurénido tizoxanida (Figura 7). Diversos autores mencionan que la eliminacion de la

dosis de NTZ se da en dos terceras partes por heces y un tercio por orina, con una vida

media de eliminacion urinaria de 7.3 horas. En el caso de TZX esta se excreta por heces,

orina y bilis, mientras que el glucurénido de tizoxanida se excreta por orina y bilis. 87727
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Figura 7. Metabolismo de nitazoxanida, tomada y adaptada de la referencia ¢
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2.5. Actividad antiviral de Nitazoxanida

A NTZ se le adjudican propiedades antivirales, debido a que suprime la replicacién viral y
activa a las proteinas intracelulares antivirales. NTZ y TZX, inhiben la replicaciéon de un
amplio rango de virus de ARN y ADN; presentan una accion contra dieciséis cepas de
influenza (A/HIN1, H3N2, H3N2v, H3N8, H5N9, H7N1) y una cepa de influenza B. 6176

De igual forma se ha reportado la actividad contra el virus sincitial respiratorio, norovirus,
dengue, fiebre amarilla, virus de la encefalitis japonesa, rotavirus e inclusive contra VIH,
CoV SARS y MERS, por lo cual se le considera como un farmaco con actividad antiviral de

amplio espectro. 81.76-7°

Su actividad antiviral también se ha comprobado contra VHB y VHC en un estudio que
evaluaba la actividad de NTZ frente a la criptosporidiosis en pacientes con VIH que se

encontraban coinfectados con VHB o VHC. 56:57.67

En las siguientes subsecciones se abordaran especificamente las propiedades y efectos
antivirales de NTZ frente a los VHB y VHC, asi como su efecto terapéutico para HBC y
HCC.

2.5.1. Nitazoxaniday el Virus de la Hepatitis B

El principal objetivo de la terapia contra HBC, es eliminar los productos virales como
ADNccc del VHB y HBsAg debido a que estos permanecen por mayor tiempo en el
organismo, condicionando la generacion de complicaciones como cirrosis, dafio hepéatico y
CHC. Sin embargo, las terapias estandarizadas mencionados en el punto 2.2.3. no cumplen

con este objetivo.

De acuerdo con Sekiba y colaboradores 8, NTZ actta contra el VHB (Figura 8) inhibiendo
la transcripcion viral por medio del bloqueo de la interaccion entre HBx y DDB1; de tal
manera se previene la degradacién del Smc5/6 resultando en la supresion y niveles del
ADNCccc del VHB, la produccion del ARN pregendmico (ARNpg), proteinas y antigenos

virales.8081
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Figura 8. Mecanismo de NTZ contra VHB propuesto por Sekiba et al &

Rossignol y Bréchot, realizaron un estudio clinico en el cual analizaron los niveles de
reduccion de los antigenos HBsAg y HBeAg en presencia de NTZ, obteniendo una
reduccion del 22 % al 33 % de los marcadores de la infeccién, mostrando también una

eficacia sostenida a mediano plazo en un 89 % de los pacientes infectados. &

2.5.2. Nitazoxanida y el Virus de la Hepatitis C

De acuerdo con Elazar y colaboradores *, NTZ actta contra el VHC (Figura 9) por medio

de la modulacion de vias antivirales del paciente.

La NTZ activa la fosforilacion de una proteina quinasa dependiente del ARN de doble
cadena (PKR), una molécula inducida por los genes del interferon tipo | en funcion de la

respuesta autoinmune del paciente a causa de la infecciéon por VHC.83

=,
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Una vez fosforilada la PKR, fosforila la serina en la posicién 51 (Ser51) de la subunidad a
del factor de iniciacion eucariético 2a (elF2a) el cual inhibe el intercambio de nucle6tidos
mediado por el factor de intercambio de nucleétidos de guanina (elF2B) que unido a
guanosin trifosfato (GTP) permite la entrega del ARN de transferencia (ARNt) hacia el
iniciador de metionina (met-ARNt) en la subunidad ribosémica pequefia iniciando la sintesis

de proteinas de manera normal en la célula. 8+-8¢

Sin embargo, al ser inhibido el intercambio de nucleétidos no se presenta el cambio de
guanosin difosfato (GDP) a GTP lo que imposibilita la sintesis de proteinas y, en

consecuencia, se activa la inhibicion de la traduccion del ARN viral. 887

Figura 9. Mecanismo de NTZ contra VHC propuesto por Elazar et al 8

Se tienen reportes de la actividad antiviral de NTZ en pacientes infectados por VHC, se
evaluo su efecto en una administracion concomitante con Peg IFN-a y RBV, donde se
menciona que existe un aumento en las tasas de la respuesta viroldgica rapida (RVR) y en
la RVS en comparacion con el tratamiento estandar, sin la presencia de efectos

adversos.1357

=
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También se describe la actividad de NTZ como de TZX contra multiples genotipos del VHC,

cepas resistentes a los inhibidores de la proteasa y a los NAs. 131583

Por lo descrito anteriormente, se propone el uso de NTZ como agente antiviral eficaz ante
VHB y VHC. Sin embargo, su limitada solubilidad acuosa, que resulta en baja
biodisponibilidad, y las formas farmacéuticas convencionales en las que se comercializa
NTZ condicionan su uso para tratar enfermedades virales en estado cronico debido a que

se requieren dosis altas y tiempos de administracion prolongados.

2.6.  Biodisponibilidad oral y los factores implicados

Un gran nimero de farmacos que se comercializan son administrados por via oral, una via
de administracion que es practica por ser de autoadministracion con minimas molestias,

siendo una via rentable y flexible.®

Sin embargo, esta via presenta diversos inconvenientes como una absorcion deficiente, lo
gue afecta a la biodisponibilidad, que es definida por la NOM-177-SSA1-2015 como ‘a
fraccion del farmaco que se absorbe a la circulacion sistémica después de la administraciéon

de un medicamento y el tiempo que requiere para hacerlo “8°

Por lo cual, la biodisponibilidad oral depende del proceso de absorcion de los farmacos para
que este pueda llegar a circulaciéon sistémica de manera inalterada. Existen varios factores
que condicionan la absorcién de los farmacos; siendo la solubilidad acuosa y la

permeabilidad intestinal los principales factores implicados en el proceso de absorcién. 8

2.6.1. Implicaciones de la solubilidad acuosa en los farmacos

La solubilidad acuosa del farmaco y su velocidad de disolucién son factores esenciales que
controlan la cantidad de absorcion y la biodisponibilidad oral del farmaco y, por tanto, su

efecto terapéutico.

Teniendo en cuenta que la solubilidad de los farmacos es un factor que limita su absorcion,
es necesario considerar que es lo que sucede con el farmaco cuando es administrado por
via oral (Figura 10), una vez ingerida la forma farmacéutica, el medicamento se desintegra
en granulos o agregados; a continuacion, estos granulos se rompen y se originan particulas

mas finas del principio activo, las cuales posteriormente se solubilizan en el TGI. Estando
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en solucién, el farmaco esta en posibilidad de ser absorbido, por medio de un proceso de
permeacion y posteriormente llegar a circulacién sanguinea. A este proceso se le conoce
como biodisponibilidad oral, que para obtener un valor 6ptimo el farmaco debe presentar
altos niveles de farmaco absorbido a través del TGI; sin embargo, la solubilidad y la

permeabilidad son los factores que influyen en este paso. %

Ingesta de

tabletas por
via oral (

o ( Barrera
o gastrointestinal

\ Permeabilidad
Desintegracion
P
20 \

N @ - @ ¢

4 \ T &@ Fraccion
—| Disolucisn | — @@ % ® absorbida

) GV
0 7 o%® 4 °

Solubilidad Farmaco en
solucion del TGI

Biodisponibilidad

Figura 10. Proceso de administracion de un farmaco por via oral y los factores que intervienen en su
biodisponibilidad *°

Siendo la absorcién intestinal el fundamento sobre el que se cimienta el SCB propuesto por
Amidon y colaboradores, que tiene como objetivo predecir el desempefio in vivo de
productos farmacéuticos a partir de mediciones in vitro de permeabilidad y solubilidad,
agrupando a los farmacos en cuatro clases; I, Il, lll y IV con diferentes caracteristicas (Figura
11). Se tiene un estimado de que los farmacos de clase Il y IV con problemas de baja
solubilidad presentan un 40 %y 70 % de todos los farmacos comercializados y un 90 % de

las moléculas terapéuticas en desarrollo.

"

S

P
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Figura 11. Sistema de clasificacion biofarmacéutica

Por consecuencia a lo anterior, se considera que la baja solubilidad de los farmacos en los
fluidos gastrointestinales es un factor de gran impacto sobre la eficacia terapéutica
principalmente con los farmacos de la clase Il; como la Nitazoxanida, donde la
biodisponibilidad se puede aumentar con la mejora de la velocidad de disolucion y la

solubilidad de los farmacos en los fluidos gastrointestinales.

Existen caracteristicas fisicoquimicas que afectan directamente la velocidad de disolucion
y la solubilidad acuosa de los farmacos. Estas caracteristicas pueden ser modificadas para
aumentar la solubilidad acuosa de los farmacos: el tamafio de particula, el uso de

cocristales, el uso de distintos polimorfos, etc.9293

Sin embargo, existe un segundo factor a considerar en el desarrollo farmacéutico, la
permeabilidad, debido a que esta implicada en la biodisponibilidad oral.

2.6.2. Permeabilidad intestinal de los farmacos

El transito del farmaco a través del TGI (Figura 12); después de ser administrado por via
oral, pasa al estbmago que contiene un entorno acido (pH 1.5-3.5) y una variedad de
enzimas digestivas pero muy pocos farmacos se pueden absorber en este sitio. El intestino
delgado (duodeno, yeyuno e ileon) es el sitio principal para la absorcion de farmacos, el

cual tiene una gran superficie de 300 a 400 m?, y estd compuesto por microvellosidades
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revestidas con células calciformes cuya funcién principal es secretar las glicoproteinas que

forman el revestimiento mucoso del intestino delgado. °*

Regi deli PO P Estructura de una vellosidad

duodeno mucosa

submucosa vellosidades ——
Epitelio
s el Pliegues circulares
, P ‘s (Valvulas de
yeyuno Kerckring)
Vst f

Células
absorbentes
(enterocitos)

Células
Borde en \ 1 calciformes
cepillo — WA\

Estomago

Intestino largo

Células
endocrinas

glandula intestinal
(glandula de
Lieberkiihn)

pliegue circular

conducto,
lacteal”

capilares sanguineos—

capa muscular
serosa circular vellosidades

Intestino delgado capa muscular

longitudinal células de Poneth

Figura 12. Transito del farmaco a traveés del tracto gastrointestinal

Esta mucosa es una capa rigida formada por el epitelio y la lamina propia, que es una fina
capa de tejido situada directamente debajo de los enterocitos. La lamina propia esta repleta
de capilares, a través de los cuales la mayoria de las moléculas pueden pasar a la
circulacion sistémica, a este fendmeno se conoce como permeabilidad intestinal, el paso

de nutrientes y farmacos a través de la membrana intestinal a circulacion sistémica. °*

Las moléculas del farmaco en solucién pueden atravesar la membrana mucosa a través de
varios mecanismos como; difusibn pasiva que implica dos rutas diferentes, la ruta
paracelular (los farmacos se difunden a través de los pequefios poros en las uniones
estrechas entre los enterocitos) y la ruta transcelular (difusion de farmacos lipofilicos a
través de los fosfolipidos de los enterocitos), mientras que el transporte de los farmacos
también puede ser activo mediado por transportadores. Sin embargo, para que se dé el
proceso de absorcion, el farmaco debe encontrarse en su forma soluble para ser capaz de
atravesar la barrera intestinal. ®* Por lo cual, los fArmacos con baja solubilidad acuosa
pueden aumentar su absorcion mejorando su velocidad de disolucién; entre las técnicas
gue existen para mejorar estas caracteristicas esta la incorporacion del farmaco en
sistemas de administracion basados en nanopatrticulas.

Los cuales, ademas de poder encapsular farmacos hidrofébicos como la NTZ y controlar el
perfil de liberacién de los farmacos, también pueden facilitar el paso de los farmacos a
través de la barrera mucosa. Por lo tanto, el desarrollo de nanosistemas de administracion

poliméricos puede mejorar la biodisponibilidad y la eficacia de los farmacos hidrofébicos.

=
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2.7.  Sistemas de liberacion de farmacos basados en nanotecnologia

Los sistemas de liberacion de farmacos (DDS, Drug Delivery Systems por sus siglas en
inglés) se definen como una formulacion o dispositivo que permite incorporar sustancias

terapéuticas que potencial y selectivamente alcanzan su sitio de accion.®

Sin embargo, actualmente se estan desarrollando nuevos sistemas de liberacion de
farmacos basados en nanotecnologia, una ciencia cuyo primer reporte aparecié en 1959
por el fisico Richard Feynman quién introdujo el concepto de “Nanotecnologia” refiriéndose
a la construccion de un pequefio robot quirdrgico tragable. Siendo usado el concepto por
primera vez en 1974 por el Dr. Norio Taniguchi, quien describid la capacidad de manipular

materiales a niveles nanométricos. 7%

Todo esto llevo al desarrollo y consolidacion de la nanotecnologia, que se basa en el control
de la materia a una escala nanométrica (10-° m) permitiendo la modificaciéon y mejora de las

propiedades fisicoquimicas de materiales y moléculas. *°

En particular, la nanotecnologia aplicada en las ciencias farmacéuticas se conoce como
nanotecnologia farmacéutica, que tiene como objetivo desarrollar sistemas de liberaciéon de
farmacos a escala nanométrica denominados como nanoparticulas (NPs), las cuales
presentan tamafios de 10 a 1000 nm de didametro, esta escala modifica el tamafio y las
caracteristicas superficiales de las NPs que le confieren ventajas en comparacion a los DDS

convencionales (comprimidos, inyectables, suspensiones, etc.). 100101
Entre las ventajas que proporcionan las NPs a los farmacos estan:

e Proteger a los farmacos de una degradacién enzimatica, quimica o inmunolégica.

o Mejorar la estabilidad fisica y quimica de los farmacos.

e Aumenta el area superficial de los farmacos, mejorando su velocidad de disolucion,
su solubilidad acuosa y por tanto su biodisponibilidad oral.

e La capacidad de atravesar membranas biol6gicas como piel, mucosa intestinal, etc.

e Permitir una liberacion prologada y dirigida hacia las células u érganos diana,
disminuyendo efectos secundarios, téxicos y manteniendo constante las
concentraciones de farmaco en los sitios de accion, reduciendo la dosis y, por tanto,

aumentando el indice terapéutico.
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¢ Otra de las ventajas a considerar es la capacidad que tienen las NPs de adherir en
su superficie moléculas que permitan mejorar sus aplicaciones farmacolégicas y

médicas. 97:101.102

Las NPs son elaboradas por diversos materiales y tecnologias (Figura 13), clasificados de

acuerdo con materiales poliméricos, lipidicos y metales e inorganicas.'%
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Figura 13. Nanoestructuras poliméricas, lipidicas e inorganicas como sistemas de liberacién de farmacos 1%

Por lo tanto, la nanotecnologia ofrece mdultiples aplicaciones, de acuerdo con el tipo de
nanoestructura presentan diferentes ventajas y aplicaciones, en el caso de los materiales
poliméricos estos son ampliamente utilizados en vias de administracion oral y se tienen
reportes de ser utilizados en tratamientos para infecciones virales, por lo cual en la siguiente
seccidbn seran descritas las caracteristicas de las nanoestructuras poliméricas, en

especifico de las nanoparticulas poliméricas.

=
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2.8. Nanoparticulas poliméricas

Las nanoparticulas poliméricas (PNPs) son particulas coloidales con tamafios menores a
1000 nm, de estructura sélida y aparentemente esféricas. Presentan propiedades como:
estabilidad prolongada, alta capacidad de carga del farmaco y la capacidad de encapsular
moléculas de farmaco tanto hidréfilas como hidréfobas para administrarse por via oral,
dérmica e inhalatoria. Dependiendo del método de preparacién, se clasifican en dos formas,

las nanocéapsulas y nanoesferas (Figura 14). 104105

‘0 Envoltura polimérica

Nucleo interno

@ Farmaco

Figura 14. Estructuras de las nanoparticulas poliméricas: nanocépsulas y nanoesferas 19

Las nanocéapsulas, se consideran un sistema de depdsito; compuestas por un nucleo en el
gue normalmente se disuelve el farmaco, rodeado por una envoltura polimérica que controla
el perfil de liberacion del farmaco desde el nucleo. 1%

Mientras que las nanoesferas se consideran sistemas matriciales, basadas en una red
polimérica continua en la que el farmaco puede retenerse en su interior o adsorberse en su
superficie. 1%

Las PNPs se forman a través de un proceso de autoensamblaje durante el cual los
productos terapéuticos, como farmacos de bajo peso molecular y productos biolégicos son

encapsulados dentro del ntcleo de las PNPs. 1%

Para su elaboracién se emplean polimeros naturales, semisintéticos o sintéticos, buscando
gue sean biodegradables, la eleccion de los polimeros y las condiciones de autoensamblaje
brindan una considerable flexibilidad de disefio al permitir la modulacién de las propiedades
fisicoquimicas (tamafio, carga superficial e hidrofobicidad) y las propiedades de liberacion

(controlada). 106
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2.8.1. Nanoparticulas poliméricas en el tratamiento de infecciones antivirales

Las infecciones virales que, al ser consideradas como retos para la salud mundial,
presentan desafios en la utilidad clinica de las terapias antivirales, debido a que muchos

farmacos antivirales presentan problemas como:%’

a. Los medicamentos antivirales presentan una vida media corta, condicionando a la
administracion de dosis altas y tratamientos a largo plazo lo que complica la
adherencia terapéutica de los pacientes.

b. Los farmacos antivirales presentan problemas de baja solubilidad acuosa o baja
permeabilidad condicionando una biodisponibilidad baja.

c. La administracion prolongada del medicamento promueve el surgimiento de cepas
de virus resistentes.

d. Dosis altas conllevan a la aparicion de efectos secundarios graves.

El uso de PNPs permite modificar las caracteristicas tecnolégicas de los fArmacos que, al
resolver los problemas de biodisponibilidad, toxicidad, aumentan los tiempos de residencia
de los farmacos, reducen las dosis administradas, superando asi los problemas de
resistencia farmacolégica. También se reporta la capacidad de llegar a los objetivos

celulares especificos, reduciendo la presencia de efectos secundarios. 108109

En la tabla 4, se muestran diferentes formulaciones que se han desarrollado a base de
PNPs para la encapsulacion de diferentes farmacos antivirales como alternativas para los
tratamientos de VHB, VHC y SARS-CoV2, siendo estos agentes causales de mas

relevancia e impacto en la salud publica.

Tabla 4. Nanosistemas poliméricos para los tratamientos de infecciones virales

Tipo de nanosistema Farmaco

Nanoparticulas poliméricas de Remdisivir SARS-CoV 2 110
PLGA

Nanoparticulas poliméricas de Silibina VHC 111
PVP

Nanoparticulas poliméricas de P 112

PLGA-Albumina Lamivudina VHB

Nanoparticulas poliméricas de : . 113
PLGA Ciclosporina A VHC

Nanoparticulas poliméricas de Oligodesoxinucléotido de citosina VHB 114

PEG-PLGA fosfato guanosina

=
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2.8.2. Materiales poliméricos utilizados para la preparaciéon de las PNPs

Los materiales poliméricos que se usan para preparar PNPs deben cumplir con las
siguientes caracteristicas, deben ser biodegradables para que puedan ser facilmente
eliminados y sin desencadenar efectos secundarios, asi como biocompatibles, es decir no

toxicos y no antigénicos. 115116

Para seleccionar la matriz polimérica se deben considerar los siguientes factores: el tamafio
de particula del nanosistema, la solubilidad acuosa y permeabilidad del farmaco, la
estabilidad del farmaco, la carga superficial, el perfil de liberacién que se requiere obtener,
la biodegradabilidad, biocompatibilidad y costo del polimero.

Los polimeros mas utilizados para preparar PNPs son: el acido polilactico (PLA), el acido
polilactico-co-glicdlico (PLGA), la policaprolactona (PCL), quitosano, alginato,
polietilenglicol (PEG), alcohol polivinilico (PVA), diversos copolimeros como la
policaprolactona-co-acido lactico (PCLA) y copolimeros de 6xido de etileno y propileno
(PEO-PPO).17

La poli e-caprolactona (PCL) es un poliéster alifatico presenta caracteristicas de
biodegradabilidad y biocompatibilidad, ademas es no carcinogénica y debido a su baja
temperatura de fusion de 64° C tiene propiedades viscoelasticas que la vuelven de facil

manipulacién por lo que se pueden conseguir amplias formas y tamarios. 118119

A temperatura ambiente, la PCL es poco soluble en agua en comparacion del PLGA lo
gue permite la encapsulacion de moléculas insolubles en agua entre sus redes
poliméricas. Es soluble en diclorometano, benceno, cloroformo, 2-nitropropano,
tetracloruro de carbono y ciclohexanona; ligeramente soluble en acetato de etilo, 2-

butanona, acetonitrilo y dimetilformamida.!81°

La PCL presenta una degradacion hidrolitica por dos mecanismos: el primer mecanismo
se da al penetrar el agua dentro de la matriz del polimero lo que provoca la escision de
la cadena polimérica. Este mecanismo muestra un patrén lineal de primer orden y
predecible, que depende de la permeabilidad del agua y de la longitud del polimero.
El segundo mecanismo se da solo cuando el polimero es altamente cristalino y presenta
una longitud de cadena de bajo peso molecular, permitiendo que los pequefios

fragmentos se difundan a través de la matriz del polimero; los productos finales de la
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degradacion son eliminados totalmente del organismo. Presenta propiedades de
desintegracién lenta, lo que permite disefiar formas farmacéuticas de liberacion

prolongada. 118119

2.9. Técnicas para elaborar sistemas de liberacién de farmacos basados en PNPs

La eleccién de la técnica a utilizar se basa en una serie de criterios como el tipo de
disolvente a utilizar, las propiedades fisicoquimicas del principio activo, su tamafio y la carga

del sistema nanométrico, asi como la via de administracion a la que estara dirigida.*?%-122

Actualmente se tiene registro de una variedad de técnicas que se describen en la tabla 5,
utilizadas para la obtencion de las PNPs que se clasifican en dos amplias categorias; por
dispersion de polimeros preformados como el PLA, PLGA, PCL, etc. Y por polimerizacion
de mondémeros, que se basa en utilizar sustancias como los polialquilcianoacrilatos, los

cuales mecanicamente se polimerizan junto con el farmaco para obtener PNPs cargadas.
123



Método de

preparacion

Dispersion de
polimero
preformado

Via de preparacion

Emulsion/Evaporacion de
disolvente

Tabla 5. Técnicas para la preparacion de nanoparticulas poliméricas

Caracteristicas de las vias de
preparacion

Se utilizan disolventes  organicos
parcialmente solubles en agua con baja
toxicidad.

Se utilizan estabilizadores para emulsion.
Se utiliza una alta cantidad de agua para
aumentar la miscibilidad del disolvente
organico.

El disolvente organico se elimina por
evaporacion.

Util para farmacos hidrofébicos.
Presenta una alta eficiencia de
encapsulacion del farmaco (>70 %).
Presenta dificultades en su
escalamiento.

Polimero utilizado

PLGA

Farmaco
cargado

Docetaxel

Aplicaciones
Resultados de la caracterizacion

Diametro
(nm)

Capacidad de
carga (%)

MARCO TEORICO

Eficiencia de
encapsulacion

(%)

123.6 +9.5

0.56 + 0.025

37.25+1.6

2019

124

mPEG-PCL

Indinavir

211.41

5.19

76.26

2019

125

Quitosano
Goma arabiga

Curcumina

136.3+3.9

3.57 £0.69

95.02 £0.03

2015

126

Nanoprecipitacion

Es un método rapido, utiliza disolventes
orgéanicos de baja toxicidad, reproducible
y facil de escalamiento.

Entre las desventajas que presenta estan
el limitado wuso para farmacos
hidrofébicos.

PLA-PEO

Paclitaxel

2261

2.66 + 0.5

37.02+15

2005

127

PLC

Vitamina E

165

44

98

2012

128

Salting-out

Se utilizan disolventes miscibles en agua
(acetona, etanol, etc).

Se utilizan agentes de salinizacion
(electrolitos y no electrolitos).

Uso exclusivo para farmacos lipofilicos.
Se pueden suscitar incompatibilidades
entre las sales y los farmacos.

PLGA

Sulfato de
vincristina y
clorhidrato de
verapamilo

1114 +
2.35

N/D

55.35+£4.22
69.47 £5.34

2008

129

PLGA

Verteporfina

370 £ 20

8.1+0.03

81.6+0.3

2005

130

Dialisis

Se utilizan disolventes  orgéanicos
miscibles en el cual se disuelve el
polimero y se coloca dentro de un tubo
de didlisis 0 membranas
semipermeables. Entre las desventajas
que presenta el método esta la poca
solubilidad del polimero dentro de la
membrana y su agregacion. Y la
posibilidad de una liberacion prematura
de la carga de farmaco debido a lo largo
del proceso.

PLGA

Acido
polihidroxibutir
ico

508 + 127

13

N/D

2009

131

mMPEG-PLGA

Alendronato

57.3+22

9.7+0.32

N/D

2007

132

-
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Polimerizacion
de monémero

Método réapido y facilmente escalable, se - . .
Polimerizacion en utilizan disF(J)Iveriltes téxicos, tensoactivos, Isobutilcianoacrilato Ampicilina 567 75%5 N/D 1990 -
emulsion mondmeros e iniciadores que se eliminan
de las particulas formadas. Poli(etilcianoacrilato) Insulina 500 85+7.5 N/D 2002 134
Se utilizan “mezclas de monomeros, Oligocaprolactona Indometacina 244 92+2 N/D 2003 135
Polimerizacién en mini- surfactantes, compuestos_ _de bajo peso - i
emulsién molecular como coestabilizadores y el Poli (metacrilato de S
uso de dispositivos como ultrasonidos metilo-co-acido Rivastigmina 58.3 N/D 95-78 + 2.04 2021 136
para formar las PNPs. acrilico)
Son _d’|sp_erS|ones isotropicas  y AC|d0_ qul-L-Igctlco- _ ARN de_ 200-700 2351 70 2010 137
termodindmicamente estables de dos poli(etilenglicol) interferencia
S . liquidos inmiscibles, estabilizadas por
Polimerizacién en micro- . . .
emulsion sun‘actantes: o _ Poli(metilmetacrilato- _
Presenta baja tension interfacial, grande co-2- Curcumina 260 10+5 95 2019 138
area interfacial y la capacidad de hidroxietilmetacrilato)
solubilizar liguidos inmiscibles.
Se utilizan dos monémeros o agentes
reactivos que se disuelven en dos fases,
una continua y una dispersa, donde la
Polimerizacion interfacial [53‘3‘32?.33.35!’" acaboenlainterfaz de | g iicianoacrilato Insulina 249 + 32 N/D 90 1999 | 1@
Es dtil para encapsular ingredientes
activos que puedan ser sensibles a la
oxidacioén u otro tipo de degradacion.

N/D: No determinado por los autores.

Sin embargo, al analizar las caracteristicas, ventajas y desventajas que ofrecen los diferentes métodos para la elaboraciéon de PNPs;

y al considerar las propiedades fisicoquimicas de NTZ, el método por emulsion/evaporacion de disolvente permite la encapsulaciéon de

farmacos hidrofobicos como la NTZ en nanoesferas con una alta eficiencia de encapsulacion, por lo cual en la siguiente seccion se

describiran las particularidades de este método.

-
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2.10. Caracterizacion de las PNPs

La caracterizacion de las PNPs se centra en sus propiedades fisicas, tamafio, morfologia,
area superficial, cristalinidad y estado de dispersion. Las cuales son evaluadas por diversos
métodos analiticos que engloban técnicas microscépicas, de dispersion de luz, de difraccion

y espectroscopicas, las cuales se enlistan en la tabla 6.14°

Tabla 6. Técnicas para la caracterizacion de nanoparticulas poliméricas

Técnica Caracteristicas fisicoquimicas analizadas

Dispersion de luz dinamica (DLS) Distribucion hidrodindmica del tamafio

Tamafio y distribucion de tamafios.

Microscopia electronica de barrido (SEM) .
Agregacion de formas

Tamafio y distribucion de tamafios.

Microscopia electrénica de transmision (TEM) Heterogeneidad de formas
Agregacion de formas

Tamafio y distribuciéon de tamafio
. ; o Forma
Microscopia de fuerza atébmica (AFM) Estruct

structura

Agregacion de formas

Estado fisicoquimico y posibles interacciones entre el

Calorimetria diferencial de barrido (DSC) 3 ;
farmaco y polimero

Estructura
. " Composicion
Resonancia magnética nuclear (RMN) b
ureza

Cambio conformacional

Estructura y conformacion de bioconjugados.

Espectroscopia infrarrojo (IR) Andlisis de grupos funcionales

Peso molecular

Espectroscopia de masas (MS) Composicion
Estructura
Cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC) Contenido y liberacion del farmaco in vitro

En las siguientes subsecciones se describirdn a mayor detalle los pardmetros descritos

anteriormente y su importancia en la caracterizacion fisicoquimica de las PNPs.

=
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2.10.1. Caracterizacion fisica y morfolégica

2.10.1.1. Tamafio y distribucién de las particulas

El tamafio de particula y la distribucion del tamafio son parametros relevantes de determinar
debido a que se encuentran relacionados con la carga de farmaco, su liberacién,

distribucién in vivo, orientacion tisular y toxicidad. 14°

Generalmente, las PNPs presentan tamafios promedio entre 100 y 500 nm. Se menciona
gue el tamafio de las particulas influye directamente en su distribucion y adhesién en los
vasos sanguineos, los pulmones y el tracto gastrointestinal, asi mismo su tamafio
condiciona la liberacion del farmaco, siendo las PNPs de menor tamafio las que presentan
areas superficiales mayores, en donde el farmaco se encontrara adherido a la superficie de
la particula generando una liberacion rapida. Sin embargo, tienden a sufrir aglomeraciones
durante su almacenamiento. En el caso de las PNPs con rangos de mayor tamafio, tienden

a difundir en periodos de tiempo prolongados.

En el caso del rango de distribucion de tamafio de las PNPs conocido como indice de
polidispersién (PDI), nos indica el grado de homogeneidad del tamafio entre las particulas,
en una escala de 0 a 1, donde 0 nos indica una poblaciéon de particulas completamente
homogéneas y 1 poblaciones con un alto grado de heterogeneidad, considerando un rango

estandar < 0.2 para poblaciones con una distribucién de tamafio homogéneo.41:142

La técnica por dispersion de luz dinamica (DLS, por sus siglas en inglés) es la mas utilizada
para analizar el tamafio y la distribucién del tamafio de las particulas, presenta tiempos
cortos de medicion y bajos costos comparado con técnicas por microscopia avanzada.'#?

En la figura 15, se puede observar un ejemplo de medicion con la técnica de DLS.

Muestra

[ —

dispersada

Figura 15. Técnica de dispersion dindmica de la luz analizando tamafio de particula por intensidad.
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2.10.1.2. Morfologia

La morfologia de las particulas puede afectar la adhesion celular, el transporte de las
particulas, su destino intracelular, tiempo de circulacion sistémico, biodistribucion vy
toxicidad. Las PNPs de forma esférica son las mas comunes; sin embargo, se pueden
obtener otras morfologias (planas, cilindricas, tubulares, conicas o amorfas) dependiendo
del polimero y de la composicién de las NPs.*** Elsabahy y colaboradores, mencionan que
las PNPs de forma esférica presentan una mayor internalizacion celular comparada con las

de forma cilindrica. 1#°

La morfologia de superficie de las PNPs se puede determinar generalmente por técnicas
de imagen como la microscopia electrénica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés),
microscopia electronica de transmisién (TEM, por sus siglas en inglés); siendo esta Ultima
la mas utilizada y que tiene la capacidad de distinguir entre nanoesferas y nanocéapsulas,
asi como determinar el grosor de la pared de la nanocapsula. Otra técnica utilizada para la
determinacién morfologica es la microscopia de fuerza atémica (AFM, por sus siglas en
inglés) la cual presenta informaciéon en alta resolucion y una topografia compleja de la

superficie de las nanoparticulas. 142

2.10.2. Caracteristicas quimicas y estructurales de las PNPs
2.10.2.1. Carga electrostatica superficial

La carga electrostatica superficial de una nanoparticula es relevante debido a que

determina sus interacciones electrostaticas con el medio circundante a la PNPs.

Un factor relacionado con la carga superficial es la estabilidad de los sistemas coloidales
entre ellos las PNPs, siendo estimada por el potencial zeta (¢), el cual mide de forma
indirecta el potencial electrostéatico cerca de la superficie de una particula, es decir el punto
entre el plano de deslizamiento y la capa de Stern, indicando la magnitud de repulsién entre

las particulas que se encuentran dispersas en un medio liquido. 44

El potencial zeta es analizado comunmente por la técnica de DLS y medido en milivoltios
(mV), donde magnitudes superiores a £ 60 mV son establecidas como una excelente

estabilidad, magnitudes de + 30 mV son consideradas como el estandar para las
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suspensiones reportando una estabilidad aceptable, lo cual indica que no se generen
agregaciones, floculaciones o precipitaciones en las formulaciones. También se reportan
particulas con un potencial zeta entre + 10 mV, haciendo referencia a particulas con carga
neutra.'*® De acuerdo con Khan y colaboradores, se estima que las particulas con carga
positiva son eliminadas mas rapidamente y tienen una mayor captacion reticuloendotelial
comparadas con las que presentan cargas neutras o negativas.'*’ Sin embargo, Chopra y
colaboradores mencionan que las PNPs con recubrimientos de quitosano que afiaden carga
positiva a la particula, la cual presenta una atraccion por las cargas negativas de la
membrana celular, permitiendo un aumento en la permeabilidad de los farmacos con baja
permeabilidad.*® Por lo cual, se deben de tener en cuenta los siguientes factores que
llegan a alterar al potencial zeta, entre ellos el pH del medio, la fuerza ibnica, la
concentracion del tensioactivo (usado como estabilizador) y la temperatura a la cual estan

expuestas las PNPs. 14°

2.10.2.2. Cristalinidad e interacciones polimero-farmaco

En el estado sélido los farmacos, polimeros y excipientes, estan estructurados por una red
molecular cristalina. La cristalinidad es definida por la Farmacopea de los Estados Unidos
(USP, por sus siglas en inglés) como “una reticula cristalina perfectamente ordenada, en
donde cada molécula ocupa su lugar esperado en la reticula. Mientras que el otro extremo
es el estado amorfo, en el que un soélido contiene la mayor densidad posible de
imperfecciones (defectos de diversas dimensiones), donde se pierde todo el orden de largo
alcance y donde sé6lo permanece el orden de corto alcance, impuesto por las moléculas

adyacentes mas cercanas”. *>°

Siendo relevante analizar el estado fisico de los farmacos y excipientes, por las
caracteristicas de baja solubilidad acuosa que presentan en estado cristalino, mientras que

en estado amorfo presentan una mayor solubilidad (Figura 16).

Estado cristalino Estado amorfo
Baja solubilidad Alta solubilidad
Estable Inestable

Figura 16. Estado sélido de los farmacos
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Sin embargo, su inestabilidad fisica los conduce a retomar una forma cristalina, lo cual se
pretende solucionar al incorporar a los farmacos en estado amorfo con polimeros de uso
farmacéutico. El uso de técnicas fisicas como la difraccion de rayos X de polvos (DRXP)

nos ayuda a determinar si existe la presencia de redes cristalinas en el farmaco. ***

Cuando el polimero y el farmaco presentan una buena incorporacion, estos generan fuerzas
intermoleculares; considerando una interaccién fuerte las cuales permiten que el material
polimérico sea capaz de solubilizar al farmaco sin que este se cristalice, mientras que las
interacciones mas débiles propician una cristalizacion del farmaco. Para analizar estas
interacciones se utilizan técnicas como la calorimetria diferencial de barrido (DSC, por sus

siglas en inglés) y la espectroscopia Infrarroja (IR, por sus siglas en inglés).t>!

2.10.3. Carga de farmaco y eficiencia de encapsulacion en las PNPs

Se entiende como carga de farmaco a la cantidad de farmaco que se encuentra unido a
una masa de polimero, manejando unidades de moles de farmaco por mg de polimero, o
mg de farmaco por mg de polimero. Para ser determinada, es necesario disolver las PNPs
cargadas de farmaco en un disolvente organico en el cual la matriz polimérica sea soluble,
dando como resultado una concentracion total del farmaco dentro de la PNPs, la cual es
analizada por espectroscopia UV-Visible o por cromatografia liquida de alta resolucion

(HPLC, por sus siglas en inglés), y relacionada con la siguiente ecuacién: 152153

, o, Cantidad de farmaco en una masa de PNPs (mg)
Carga de farmaco (%)= Masa total de las PNPs (mg) x 100

Por otra parte, la eficiencia de encapsulacion hace referencia a la relacion entre la cantidad
de farmaco encapsulado o absorbido y la cantidad tedrica de farmaco que es utilizado para
las PNPs. Siendo determinada a través de técnicas de separacibn como la
ultracentrifugacion, en donde se analiza el farmaco libre que se encuentre en el
sobrenadante posterior a ser centrifugadas las PNPs, y cuantificado por espectroscopia
UV-Visible o HPLC, y relacionada con la siguiente ecuacion: 152153

Cantidad de farmaco en una masa de PNPs (mg)

1
Cantidad tedrica de farmaco en las PNPs (mg) x 100

Eficiencia de encapsulacion (%)=
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2.11. Liberacion de farmacos a partir de nanoparticulas poliméricas

La liberacién de farmacos es otro factor por considerar en el desarrollo de los nanosistemas
poliméricos, debido a que los mecanismos de liberacion del farmaco se relacionan con la

estabilidad del farmaco, el desarrollo de la formulacién y los resultados terapéuticos.

Kamaly y colaboradoes, definen a la liberacién de farmacos como el transporte de una
molécula de farmaco desde una posicion inicial en la matriz polimérica hasta la superficie

exterior de la matriz y, por Ultimo, a como es liberado en un medio externo. %4
La velocidad de liberacion del farmaco a partir de las PNPs depende de factores como:

e La solubilidad del farmaco

e El método de preparacion

¢ pH del medio

e Temperatura

e Ladesorcién del farmaco unido a la superficie o absorbido.
e Ladifusion del farmaco a través de la matriz de las PNPs

e El hinchamiento y la erosién de la matriz de las PNPs

¢ Una combinacion de procesos de erosion y difusion

La liberacién de farmacos se puede realizar de varias formas (Figura 17); de acuerdo con
el tipo de PNPs que se desarrollen, en el caso de las nanoesferas el farmaco se libera al
sufrir erosiones en la matriz polimérica que encapsula al farmaco. Presentando una rapida
liberacion de farmaco en forma de rafaga, este efecto se relaciona con una débil unién entre
el farmaco y la superficie de las PNPs, mientras que el farmaco mayormente unido es

liberado de forma sostenida (liberacién por degradacién de la matriz). 144154

Figura 17. Mecanismos de liberacion de farmacos de las PNPs: (A) difusion a través de poros llenos de agua,

(B) difusién a través de la matriz polimérica, (C) bomba osmética, y (D) erosién 154

=
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En el caso de las nanocapsulas, la liberacion esta controlada por la difusion del farmaco a
través de la capa polimérica; sin embargo, por la interaccion iénica que existe entre el
farmaco y el polimero se pueden formar complejos que llegan a inhibir la liberacién del
farmaco de la nanocapsula (liberacion por difusion). También existen otros tipos de

liberacion, por estimulos externos (temperatura, pH, etc) y por bombeo osmético. 144154

2.11.1. Evaluacion in vitro de la liberacion de farmacos

La evaluacion del perfil de liberacién de los farmacos en modelos in vitro permite determinar
la cinética de liberacién del farmaco y muestra una prediccion del rendimiento en los
sistemas in vivo. Para esto, se utilizan diversos métodos in vitro como: (a) bolsa de didlisis
invertida, (b) difusion por bolsa de didlisis, (c) por centrifugacién o ultra centrifugacion, (d)

agitacion, y (e) por membrana bioldgica o artificial. 1*°

El método de bolsa de dialisis se utiliza con mas frecuencia para determinar los perfiles de
liberacion de los farmacos de nanosistemas poliméricos, este método se utiliza para evaluar
el desarrollo de la formulacion, facilitar el control de calidad y ayuda a tener una mejor

correlacion in vitro-in vivo. 156

2.12. Permeabilidad de farmacos a partir de nanoparticulas poliméricas

La permeabilidad intestinal es considerada una propiedad intrinseca de los farmacos; sin
embargo, el uso de nanosistemas poliméricos que son disefiados para la administracion
oral, permite proteger a los farmacos contra la degradacién enziméatica y acida del TGI,
mientras que por su tamafo las PNPs presentan una gran area superficial que puede
interactuar con las superficies intestinales, lo que aumenta la solubilidad del farmaco

intralumen y mejora el transporte a través de la barrera gastrointestinal. 157158

Las PNPs se enfrentan a diferentes barreras intestinales que dificultan su paso hacia la
circulacion sistémica o linfatica, una de ellas es la capa de moco que recubre el epitelio
intestinal. Dentro de los componentes de la capa de moco, se encuentran las mucinas unas

glicoproteinas que forman la capa gelatinosa. **°

Para que se pueda dar el transporte de las PNPs deben adherirse a la capa del moco que

es conocido como mucoadhesion y posteriormente se difunden a través de esta capa. En
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donde, la mucoadhesién de las PNPs prologa el tiempo de permanencia en la superficie de

la mucosa, se debe considerar que si se presenta una adhesion fuerte las PNPs se pueden

quedar atrapadas en la capa de moco y pueden ser eliminadas junto con la rapida

eliminacion del moco. %°

Otra de las barreras a las que se enfrentan las PNPs, es la capa de absorcion que esta

formada por los enterocitos, las células M y las células calciformes, produciéndose la

permeacion intestinal de las PNPs por las vias paracelulares y transcelulares (Figura 18).

a).

.c... Células
2 Calciformes

© % células M

Enterocitos

*ﬁ Macréfagos OCélulas B
"

Células
dendriticas

" & Células T

- Moco

a Nanoparticula
| polimérica

Figura 18. Permeabilidad de las PNPs; a). placa de Peyer ileal y b). Tipos de transporte de las PNPs por los

enterocitos: 1. Endocitosis dependiente de clatrina, 2. Endocitosis mediada por caveola, 3. Endocitosis

independiente de clatrina y caveola, 4. Difusion pasiva, 5. Transporte paracelular, 6. Micropinositosis y 7.

Fagocitosis. 1%°
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2.12.1. Evaluacion de la permeabilidad intestinal por modelos tisulares ex vivo

Los estudios ex vivo se basan en experimentos realizados en tejidos que son extraidos de
organismos vivos y se mantienen en un ambiente externo controlado para simular
condiciones naturales. Al usar tejidos aislados se pretende tener un contacto cercano con
la mucosa intestinal intacta con la posibilidad de disponer del epitelio intestinal con un
entorno celular y con proteinas de transporte similares a los biologicos. Por lo tanto, este
modelo permite una mayor interaccion y comunicacion cruzada entre los componentes

celulares e imitando las condiciones in vivo de los organismos. 160161

Existen diferentes modelos ex vivo intestinales siendo el mas usado lo modelos por difusion
en los cuales se encuentran el método por celdas de Franz. Su uso se remonta desde el
afio 1975, son usadas tradicionalmente en estudios de permeabilidad cutanea. En la figura
19, se muestra una representacion esquematica del modelo usado para evaluar la

permeabilidad ex vivo por celdas de Franz usando una membrana de intestino delgado.

162,163
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Figura 19. Representacion de estudio de permeabilidad ex vivo con celdas de Franz (a) usando una
membrana de intestino delgado (b). 162
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JUSTIFICACION

3. JUSTIFICACION

Las hepatitis virales son enfermedades infectocontagiosas que causan inflamacion y dafio
en el higado, siendo las hepatitis B y C causadas por VHB y VHC; respectivamente, las que
presentan un mayor problema de salud publica en el mundo. En el caso de México, durante
el 2019 se tiene un estimado de 737 casos anuales de hepatitis B y un promedio de 2182
casos anuales de hepatitis C, que es preocupante debido a la transmisién del virus y el
posterior desarrollo de la enfermedad. Teniendo en cuenta que las manifestaciones clinicas
de las hepatitis B y C crénicas representan un alto riesgo, por su latencia, complicaciones
a largo plazo (cirrosis hepdtica, insuficiencia hepética y cancer de higado); y que las terapias
estandarizadas (interferones alfa, analogos de nucleétidos y antivirales de accion directa)
presentan problemas de efectos adversos graves, resistencia farmacoldgica, baja
respuesta terapéutica, y altos costos, se esta optando por el reposicionamiento terapéutico

de una molécula segura, efectiva y con bajos costos.

La Nitazoxanida (NTZ), una tiazolida antiinfecciosa de amplio espectro ha presentado en
estudios in vitro actividad contra la replicacion de VHB y VHC, y también de sus productos
virales. Lo que se traduce en reducir el material genético de los virus, mostrando asi alta
efectividad y también la seguridad de no presentar a mediano o largo plazo resistencia
farmacoldgica. Sin embargo, su baja solubilidad acuosa (7.5 pg/mL) y sus formas
farmacéuticas comerciales (tabletas y suspensiones) ocasionan problemas de baja
biodisponibilidad oral (£ 3 %), requiriendo altas dosis, una administracion frecuente y

constante, comprometiendo su efectividad terapéutica.

Entre las estrategias que se usan en la modificacion de farmacos con problemas de
solubilidad acuosa, se encuentran los nanosistemas de liberacion, especificamente las
nanoparticulas poliméricas, que son utilizadas en tratamientos de enfermedades cronicas
debido a que sus caracteristicas (tamafio de particula nanométrico, alta carga de farmaco,
modificacion de superficie, etc) permiten al farmaco tener una mayor solubilidad acuosa,
mayor tiempo de residencia, liberacion controlada, etc. Lo que modificaria las propiedades
farmacocinéticas del farmaco, obteniendo una mayor biodisponibilidad y, por tanto, mejores
efectos terapéuticos, logrando asi, generar y evaluar un nanosistema polimérico que
permita la encapsulacién de NTZ, que modifique sus propiedades de solubilidad acuosa y
conserve sus caracteristicas de farmaco altamente permeable, para obtener una alternativa

efectiva e innovadora.
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4. HIPOTESIS

El nanosistema de liberacion a base de nanoparticulas poliméricas permitira la
encapsulacion de Nitazoxanida, optimizando su solubilidad, velocidad de liberacién y la
velocidad de permeacién en condiciones del TGI, logrando una liberacidon sostenida en
ensayos in vitro y que el farmaco encapsulado sea mas permeable que el farmaco puro en
modelos ex vivo, resultado en una forma innovadora para su administracién oral con una

mayor biodisponibilidad de Nitazoxanida.
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5.1.

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

OBJETIVOS

Objetivo general

Desarrollar un nanosistema de liberacion basado en nanoparticulas poliméricas cargadas

de Nitazoxanida, y caracterizar los perfiles de liberacion in vitro y permeabilidad ex vivo

como indicadores de una potencial alternativa en el tratamiento de las hepatitis crénicas por
VHB y VHC.

5.2.

Objetivos especificos

Establecer las condiciones para el desarrollo de un método analitico por HPLC, para
la cuantificacién del principio activo: Nitazoxanida.

Realizar una revision bibliogréafica de los materiales como: polimeros, estabilizantes
y disolventes para seleccionar los que seran utilizados en el proyecto.

Por medio de un disefio experimental se determinaran las condiciones Optimas
(concentracion de polimero y estabilizante) del proceso para la preparacion de las
PNPs por el método de emulsion simple/evaporacién de disolvente para lograr un
tamafo de particula < 500 nm, un PDI < 0.2 y una capacidad de carga = a 1%
(respecto a la relacion polimero/farmaco).

Preparar las PNPs cargadas con NTZ por el método de emulsion simple/difusion de
disolvente considerando los niveles 6ptimos del disefio experimental.

Caracterizar las PNPs cargadas con NTZ éptimas respecto a su morfologia (por
microscopia electronica de barrido), tamafio de particula, PDI y potencial zeta (por
DLS), interaccién polimero-farmaco (por DSC), capacidad de carga y eficiencia de
encapsulacion (por HPLC).

Llevar a cabo ensayos de liberacién in vitro de NTZ a partir de las PNPs y de NTZ
en polvo, para comparar sus perfiles de liberacion.

Realizar pruebas de permeabilidad en modelos ex vivo de intestino de cerdo con la

formulacién optimizada de PNPs.
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6. EQUIPOS Y MATERIALES

6.1. Materia prima

e Nitazoxanida, obtenida de tabletas de 500 mg de Farmacias del Ahorro ®.
e Alcohol polivinilico (PVA), Sigma-Aldrich ®.

e Policaprolactona (PCL), Sigma-Aldrich ®.

e Manitol (Ludiflash ®), BASF Pharma ®.

6.2. Reactivos y material utilizado

e Agua destilada y tridestilada

e Acetato de etilo (grado analitico)

e Acetato de amonio

e Acetonitrilo (grado analitico)

e Metanol (grado analitico)

e Acido fosférico

e Acido acético

e Dimetilsulféxido

e Fosfato monosddico monohidratado, Fermont ®.
e Vasos de precipitado de 50, 100, 250 y 1000 mL
e Matraces aforados de 10, 250, 500 y 1000 mL
e Matraz fondo de bal6n de 250 mL

e Probetas de 10, 50y 100 mL

e Tubos falcon de 15y 50 mL

e Agitadores magnéticos

e Puntas para micropipetas de 20, 200 y 1000 uL
e Jeringas de insulina de 10 mL

e Membranas de filtracion de 0.25y 0.45 pm

e Vidrios de relgj

e Tubos eppendorf de 1.5 mL

e Bolsas de dialisis

e Microcubeta de cuarzo

e Embudo de separacion
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e Celda de plastico

e Celda capilar plegada DTS1070

e Columna agilent Zorbax CN de 4.6 x 250 mm.
e Celdas de Franz

6.3. Equipos

e Balanza analitica.

e Bomba de vacio, Millipore ®.

e Centrifuga (IBT).

e Centrifuga Minispin, eppendorf ®.

e Cromatégrafo de Liquidos de Alta Resolucién, Hitachi Elite LaChrom modelo L-
2000 ®

e Micropipetas de 10, 200 y 1000 pL.

e Sistema de filtracién, Millipore ®.

e Sonicador, Cole-Parmer ®.

e Parrilla de agitacion.

e Vortex.

e Potencidémetro, Oakton pH700 ®.

e Parrilla de calentamiento y agitacion.

e Rotaevaporador, Buchi ®.

e Zetasizer, Malvern ®.

e Espectrofotometro.

e Ultraturrax, IKA ®.

6.4. Software

e Empower 3

e Malvern Zetasizer 7.1
e Statgraphics XVI

e Origin 2019



METODOLOGIA

7. METODOLOGIA

7.1. Desarrollo del método analitico para la cuantificacion de Nitazoxanida

El objetivo principal del desarrollo de un método de cuantificacion es determinar las
concentraciones de NTZ provenientes de muestras que se obtienen de diferentes
experimentos de lisis de PNPs-NTZ, liberacién in vitro y permeabilidad in vitro, se desarrollo

el método de cuantificacion utilizando la técnica de HPLC con detector UV-Visible.

7.1.1. Preparacion de soluciones

Solucién stock de NTZ (1000 pg/mL)

Se tomd un peso equivalente a 10 mg de NTZ, posteriormente se disolvié con 5 mL de
dimetilsulféxido (DMSO) en un matraz volumétrico de 10 mL, se agitd en un vortex y se
aforé con 5 mL de metanol de grado analitico. Obteniendo una concentracion final de 1000

ug/mL.
Solucién de trabajo de NTZ

e 100 pg/mL: Se tomé una alicuota de 1 mL con una micropipeta de la solucion stock
y se diluyé con 10 mL de metanol que se utiliza como parte de la fase movil. Y se
agité con vortex.

e 10 pg/mL: Se tomd una alicuota de 100 uL de la solucién stock y se aforé a 10 mL

con acetonitrilo utilizado en la fase movil, y se agitoé con vortex.
Buffer de acetato de amonio a 12 mM

Se utilizé un buffer de acetato de amonio para realizar nuevas condiciones del método
analitico para la cuantificacién de NTZ. Para preparar un litro de buffer, se pesaron un total
de 0.9249 g de acetato de amonio que corresponde a la concentracién de 12 mM en un
volumen de 1000 mL de agua tridestilada previamente filtrada, a la soluciéon se agreg6 el

0.1 % v/v (1 mL) de dietilamina y fue ajustada a un pH de 4.0 con &cido acético.
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7.1.2. Curva de cuantificacion

Se preparé una curva de cuantificacion de NTZ, utilizando una solucién de trabajo de NTZ
con una concentracion de 10 ug/mL y para el aforo se utilizé acetonitrilo (ACN) siguiendo

las condiciones de la tabla 7.

Tabla 7. Curva de cuantificacion en el rango de 0.1-2 pg/mL

Volumen de alicuota
Puntos de la : : Volumen de :
Concentracion | tomado de la solucién Volumen final
curvade aforo con ACN

) > (ng/mL) de trabajo de NTZ a (mL)
calibracion (uL)
10 pg/mL (uL)

1 0.1 10 990 1
2 0.25 25 975 1
3 0.50 50 950 1
4 0.75 75 925 1
5 1 100 900 1
6 1.5 150 850 1
7 2 200 800 1

7.1.3. Longitud de onda de maxima absorcion

Se realiz6 un barrido en la region UV-Visible en el rango de 200 a 500 nm para determinar
la longitud de onda de méxima absorcion (Amax) de NTZ, utilizando un espectrofotometro
UV-Visible.

7.1.4. Condiciones cromatogréficas para el desarrollo del método de cuantificacion

El analisis cuantitativo de NTZ se realiz6 por la técnica de HPLC, utilizando un cromatégrafo
Hitachi Elite LaChrom modelo L-2000 con detector UV-Visible. En la tabla 8, se muestran
las condiciones cromatogréficas para la obtencién del método de cuantificacion.
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Tabla 8. Condiciones para el método de cuantificacion de NTZ

Fase estacionaria: Columna ‘ Agilent Zorbax CN (5 um, 4.6 x 250 mm)
ACN:Buffer de acetato de amonio (0.1%
Fase movil v/v de dietilamina a pH 4.0)
45:55
Volumen de inyeccion ‘ 25 uL
Flujo ‘ 1 mL/min
Longitud de onda ‘ 347 nm
Rango de cuantificacién ‘ 0.1-2 pg/mL
Temperatura ‘ Ambiente
Tiempo de corrida ‘ 8 min

7.1.5. Validacion del método de cuantificacion para Nitazoxanida

Para validar el método de cuantificacion se revisaron la Guia de Validacion de Métodos
Analiticos editada por el Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bi6logos México,
A.C (CNQFBM) y la NOM-177-SSA1-2013, las cuales establecen los parametros de
desempefio que se deben analizar para el desarrollo de la validacion de un método
analitico, considerando para este trabajo los siguientes: linealidad, precisién, exactitud,

limite de deteccion, limite de cuantificacion y especificidad.

7.1.6. Linealidad

Se conoce como la capacidad del método analitico de obtener respuestas proporcionales
a la concentracion del analito de una muestra dentro de un intervalo de trabajo determinado.
Para su evaluacién se prepararon curvas de cuantificacion por triplicado por dos dias, con
siete niveles de concentracién establecidas en el punto 7.1.2. de acuerdo con lo establecido
en la guia de validacion de métodos analiticos del CNQFBM. Y posteriormente se
analizaron por HPLC con las condiciones del punto 7.1.4. los datos obtenidos se analizaron

en el software Microsoft Excel y Origin Pro, determinando el coeficiente de correlacion (r),

=
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coeficiente de determinacion (r?), el intercepto (b) y el intervalo de confianza de la pendiente
(m).

7.1.7. Precisién

De acuerdo con la guia de validacion del CNQFBM, se refiere a la relacion o concordancia
entre los resultados analiticos, cuando el procedimiento es aplicado repetidamente a
diferentes proporciones de la muestra. Se evalud la repetibilidad del método, mismas
condiciones analiticas y mismo analista. Se utilizo la solucion stock y la solucién de trabajo
a una concentracion de 10 pg/mL especificadas en el punto 7.1.1. Se prepararon tres
niveles en punto bajo, medio y alto de acuerdo con las condiciones de la tabla 9 con cinco
réplicas por cada nivel durante dos dias diferentes. Y se analizaron con las condiciones
cromatograficas del punto 7.1.4. Los datos obtenidos se analizaron en el software Microsoft

Excel, se determind la desviacion estandar y el coeficiente de variacion.

Tabla 9. Concentraciones en nivel bajo, medio y alto para determinar precision y exactitud

Volumen de alicuota

: ) : Volumen de )
Nivel de Concentracién tomado de la solucién Volumen final
: ) aforo con
concentracion (ug/mL) de trabajo de NTZ a 10 (mL)
ACN (uL)
Hg/mL (uL)

Bajo 0.3 30 970 1
Medio 0.9 90 910 1
Alto 1.75 175 825 1

7.1.8. Exactitud

Hace referencia a la semejanza entre un valor obtenido empleando el método desarrollado
y el valor de referencia que fue calculado como porcentaje de recobro. Se utilizaron las
concentraciones de la tabla 8, se evaluaron por cinco replicas cada nivel. Para determinar
los porcentajes de recobro se utilizé la siguiente ecuacion, reportandose el coeficiente de

variacion del porcentaje de recobro obtenido:

Concentracion recuperada
% de Recobro= — — x 100
Concentracion tedrica

=
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7.1.9. Limite de deteccion y limite de cuantificacion

El limite de deteccion (LD) hace referencia a la concentracion minima del analito en una
muestra, la cual es detectada pero no necesariamente puede ser cuantificada. Para su
evaluacién se sigui6é lo establecido en la guia de validacion del CNQFBM, en base a la
curva de calibracion y la desviacién estandar de la ordenada al origen. De la curva de
calibracién se determinaron los valores de la pendiente (b1), el coeficiente de determinacién
(r?), el intervalo de confianza de la pendiente (IC (b1)), la ordenada al origen (bo) y se calculd

su desviacion estandar (Sho); obteniendo el LD con la siguiente ecuacion:

3.3 x Sby

LD= b,

El limite de cuantificacion (LC) se refiere a la concentracion minima del analito, que puede
ser determinada con precisidn y exactitud. Para su estimacién se tom6 en cuenta la curva
de calibracién y la desviacion estandar de la ordenada al origen, determinandose la
pendiente (b1), el coeficiente de determinacion (r?), el intervalo de confianza de la pendiente
(IC (b1)), a ordenada al origen (bo) y se calculé la desviacién estandar de la ordenada al

origen (Sho) estimandose el LD con la siguiente ecuacion:

10 x Sb,

LC b,

7.1.10. Selectividad/especificidad

Se establece como la capacidad de medir de forma precisa y especifica el analito de interés
en presencia de otros componentes. Para lo cual se analizaron los diferentes componentes
de la fase moévil, los polimeros PCL y PVA en suspensién con acetato de etilo en una
concentracion de 100 ug/mL. Asi como el buffer de fosfatos a pH 6.8 utilizado en los
estudios de liberacién y diferentes blancos de cada solvente utilizado, se realizaron corridas

analiticas con las condiciones mencionadas en el punto 7.1.4.

-
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7.2.  Seleccion de materias primas para la formulacién de PNPs

Se llevé a cabo una consulta bibliografica para determinar los disolventes y polimeros a
utilizar para la formulacién de las PNPs de acuerdo con su solubilidad, toxicidad y

biocompatibilidad.

7.3. Disefio experimental para la preparacion de PNPs optimizadas

Se realizé un disefio experimental (DoE) 22 para la optimizacion de las nanoparticulas, fue
analizado mediante el Software Statgraphics Centurion XVI. En la tabla 10, se muestran los

factores y niveles utilizados, asi como las variables de respuesta que se evaluaron.

Tabla 10. Factores, niveles y respuestas establecidas para el disefio experimental

Niveles
Bajo Alto
X1 PCL (mg) 30 60
X2 PVA (%) 0.5 4

Respuestas evaluadas

Tamafio de particula (nm)
Y2 indice de polidispersion
Y3 Potencial zeta (mV)
Y4 Eficiencia de encapsulacion (%)
Y5 Capacidad de carga (%)
Y6 Liberacion (%f/h)

En la tabla 11, se establece la matriz del DoE en la cual se especifican los valores a utilizar

para cada formulacion.

Tabla 11. Matriz del disefio experimental para la optimizacion de las nanoparticulas

N° de experimento Formulacion PCL (mg) PVA (%)
2 F2 30 4
3 F3 60 0.5
4 F4 60 4
5 F1 30 0.5
6 F2 30 4
7 F3 60 0.5
8 Fa 60 4

=
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7.4. Preparacion de las nanoparticulas poliméricas

Las nanoparticulas poliméricas se prepararon por el método de emulsién simple/ difusién
de disolvente. Como primera etapa, se prepardé una mezcla de acetato de etilo y agua
destilada en una proporcion (1:3), se saturaron las fases por agitacion magnética en un
embudo de separacién a temperatura ambiente por 5 minutos, se dej6é reposar por 10
minutos para dar paso a la separacion entre la fase organica (acetato de etilo) de la fase

acuosa (agua destilada).

Posterior a ello, se prepararon dos soluciones, la solucidon 1 consiste en 6 mL de fase
organica en la que se encuentran disueltos 10 mg de NTZ y la PCL, la cual fue pesada de
acuerdo con las cantidades establecidas en el DoE de la tabla 11 y se mantuvo en agitacion

magnética a 40° C durante 10 minutos.

La solucion 2 se prepard con 9 mL de la fase acuosa en la que se disolvié el PVA como
estabilizador segun la concentracion requerida para cada formulacién descritos en la tabla

11, se mantuvo en agitacion magnética a 40°C por 10 minutos.

Posteriormente, se homogenizaron la solucién 1y 2 en un Ultra turrax ® a 12 000 rpm
durante 10 minutos. Se obtuvo una nanosuspension, a la cual se le afiadieron 16 mL de
agua destilada. Posterior a esto, se evaporoé el acetato de etilo en un rotavapor a 40°C a 90

rpm durante 15 minutos.

De la nanosuspension obtenida se tom6 una alicuota de 100 pL para medir el tamafio de

particula, el indice de polidispersion y potencial zeta.

Finalmente, se centrifugd la nanosuspension de un volumen final de 25 mL en tubos falcén
de 50 mL, en una centrifuga a 11 000 rpm durante una hora y media a 20° C, se decantd el

sobrenadante y se guardo para su posterior cuantificacién en el HPLC.

El pellet recobrado se resuspendié en 10 mL de agua destilada y se agregé un crioprotector,
por cada 10 mL de nanoparticulas resuspendidas se agregaron 100 mg de D-manitol para

su almacenamiento y posterior liofilizacion.

Previo a la liofilizacién, se congelaron las muestras a -70°C con hielo seco, la liofilizacion
de las muestras congeladas se realiz6 en las siguientes condiciones a -40°C al vacio por
aproximadamente 24 horas. Una vez liofilizadas, se pesaron 10 mg de cada formulacion

para estudios de liberacién y 10 mg para la lisis de nanopatrticulas.
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7.5. Caracterizacion de las nanoparticulas

7.5.1. Tamafio de particula e indice de polidispersion

Para la determinacion del tamafio de particula y la distribucion de las particulas, se tomé
una alicuota de 1 mL de la hanosuspension previo a la centrifugacion, de la cual se tomaron
20 yuL y se afiadié a 1 mL de agua destilada obteniendo una concentracién 1:100, el volumen
final se transfirié6 a una celda de 1 cm de grosor con un angulo fijo de 90°. Las muestras
fueron analizadas por DLS con un equipo Zetasizer nano ZS90, con tres réplicas de trece

lecturas por cada muestra, empleando el software Zetasizer de Malvern en la version 7.1.

7.5.2. Potencia zeta

Para la determinacion del potencial zeta, se tom6é una alicuota de 1 mL de la
nanosuspension previo a la centrifugacion, de la cual se tomaron 20 pL y se afiadié a 1 mL
de agua destilada obteniendo una concentracion 1:100, el volumen final se transfirié a una
celda capilar plegada DTS1070. Las muestras fueron analizadas por DLS por un equipo
Zetasizer nano ZS90, con tres réplicas de trece lecturas por cada muestra, empleando el

software Zetasizer de Malvern en la versiéon 7.1.

7.5.3. Eficiencia de encapsulacién y capacidad de carga

Para evaluar la eficiencia de encapsulacion (EE) y la capacidad de carga (CC) del farmaco
en las nanoparticulas, se pesaron 10 mg del material liofilizado de cada formulacién, se
colocaron en tubos eppendorf de 2 mL con 1.5 mL de acetato de etilo, se colocaron bajo
agitacion constante durante 24 horas en un vortex. Posterior a ello, se centrifugaron las
muestras a 12 000 rpm en una centrifuga mini spin durante 15 minutos. Posteriormente, se
filtraron las muestras en una membrana de nylon de 0.25 um para su analisis por HPLC

para cuantificar la concentracion de NTZ presentes en las muestras.
La EE y la CC se calcularon con las siguientes formulas:

% EE = Peso total de NTZ - Farmaco libre 100
e Peso total de NTZ X

Peso total de NTZ - Farmaco libre
Peso total de la formulacion de PNPs Secas X

% CC= 100
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7.5.4. Espectroscopia Infrarroja

Para la obtencién de los espectros de IR se utilizé un espectrofotbmetro de Infrarrojo
Thermo Scientific Nicolet 6700 en un intervalo de 4000 a 350 cm™ con sonda ATR. Se utilizé
una muestra de aproximadamente 1 mg de materias primas y nanoparticulas para su

comparacion.

7.5.5. Difraccion de Rayos X de Polvos

El analisis se realiz6 en un equipo BRUKER D8-ADVANCE con un detector LynxEye (ACu-
Kal = 1.5406A), a temperatura ambiente en un rango de angulo 20 = 5-40. El analisis
requiere aproximadamente 50 mg de muestra que puede ser recuperada al final de este.
Los solidos obtenidos y las materias primas se analizan por DRXP y se compararon

directamente utilizando el software ORIGIN®.

7.5.6. Calorimetria diferencial de barrido

Los andlisis DSC, se llevaron a cabo en un equipo TA DSC Q 2000. La muestra de 3 mg
aproximadamente se coloca en una charola de aluminio y se someten a un rango de
temperatura de 0 a 400 °C. Inicialmente se estabiliza el horno a 25 °C y posteriormente se
calienta a una velocidad de calentamiento de 20°C/min, con un flujo de nitrégeno de 50
mL/min como gas de purga. Los sdlidos obtenidos de la preparacion se analizan esta

técnica y se comparan contra las materias primas.

7.6. Estudio de liberacién in vitro

El estudio de liberacién de NTZ se determiné por el método de dialisis modificado a partir
del estudio de la referencia 164. Se realizé por duplicado utilizando las nanoparticulas

formuladas con la matriz experimental y NTZ en solucion.

Para el estudio de liberacion (Figura 20), se tomd un peso equivalente a 10 mg de
nanoparticulas de NTZy 10 mg de NTZ pura, la masa fue colocada en una bolsa de dialisis

de 7 cm de largo y resuspendida en 2 mL de buffer de fosfatos a pH 6.8. Posterior a esto,
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las bolsas de didlisis se cerraron herméticamente. Para el medio de disolucion, se prepard
un volumen de 80 mL de solucion buffer de fosfatos a pH 6.8 simulando condiciones
intestinales, volumen que fue vertido en vasos de precipitado de 100 mL a los cuales se les
colocé un agitador magnético y se situaron dentro de un bafio termostadtico a una
temperatura de 37 °C con agitacion constante de aproximadamente 100 rpm.
Posteriormente, las bolsas de dialisis se sumergieron dentro de los vasos de precipitado
(tiempo cero) y se inicid con el muestreo, tomando alicuotas de 1 mL del medio del vaso de
precipitado de cada formulacion en intervalos de tiempo establecidos: 0.5, 1, 1.5, 2, 4, 6,
10,12, 23 y 24 horas, posterior a su evaluacién se opt6 por un reajuste en el DoE y en el
tiempo de liberacion para observar un mayor comportamiento en la cinética, estableciendo
un tiempo de 1, 2, 4, 8, 12, 24, 30, 36, 48, 54, 60 y 72 horas. Después de cada muestra,
se repuso el volumen tomado con medio nuevo de manera inmediata para mantener las

condiciones sink.

Figura 20. Liberacion in vitro de NTZ y PNPs-NTZ: A. Bolsas de didlisis con farmaco colocadas en el medio

de liberacion (buffer de fosfatos pH 6.8) y B. Sistema utilizado para el estudio de liberacién in vitro.

El medio de liberacién extraido se filtr6 y analizé por el método de HPLC descrito en el
punto 7.1.4. Los resultados se reportan con el perfil de liberacion en graficos del porcentaje

de farmaco liberado vs tiempo.

\
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7.7. Estudio de permeabilidad

Para realizar el estudio de permeacion ex vivo de las PNPs-NTZ optimizadas y de NTZ en
suspension se utilizaron celdas de Franz con un area de difusiéon de 2.835 cm?; asi mismo,
se utilizé una membrana bioldgica de intestino delgado proveniente de cerdos sacrificados

en rastros, el intestino fue lavado previamente y colocado en solucién salina (Figura 21 A).

Se realizaron cortes circulares del intestino de cerdo, con diametros similares al de los
compartimentos de la celda de Franz (Figura 21 B). Posteriormente, en el compartimento
receptor se colocaron 6 mL de buffer de fosfatos a pH 6.8, un agitador magnético y sobre
el compartimento receptor, se situé la membrana de intestino de cerdo para llevar a cabo
la difusion del farmaco entre los compartimentos de la celda (Figura 21 C). Posterior a esto,
los compartimentos de la celda fueron sujetados por un sistema a presién que permite una
hermeticidad del sistema (Figura 21 D). En la parte del compartimento donador, se colocé
la suspension de las PNPs-NTZ, que fue preparada pesando 10 mg de los lotes optimizados
de las PNPs de NTZ (r=4) y resuspendidos en tubos Eppendorf con 2 mL de buffer de
fosfatos a pH 6.8 y adicionados en el compartimento donador. Para evaluar la
permeabilidad de NTZ en suspension, se pesaron 10 mg de NTZ y solubilizada en 500 pL
de ACN, esta solucién se aforé con 4.5 mL de buffer de fosfatos a pH 6.8, obteniendo un

volumen de 5 mL que se adicionaron en los compartimentos receptores de las celdas (r=4).

Una vez preparadas las celdas se cerraron los compartimentos donadores y se colocaron
en el sistema de permeabilidad que consiste en un bafio de agua a 37 °C con una agitacion
magnética constante de 100 rpm y una gradilla para mantener a las celdas suspendidas
(Figura 21 E). El estudio se mantuvo durante 4 horas con tiempos de muestreo distribuidos
en: 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 210 y 240 minutos, en los cuales fueron tomadas
alicuotas de 500 pL del compartimento receptor por el conducto de muestreo y colocando
instantaneamente el mismo volumen con medio nuevo para mantener las condiciones. Las

alicuotas se centrifugaron y analizaron con las condiciones cromatogréaficas del punto 7.1.4.
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Figura 21.Estudio de permeabilidad ex vivo: A. Intestino delgado de cerdo, B. Cortes del intestino para utilizar

en el estudio, C. Membrana de intestino de cerdo colocada en el compartimento receptor de la celda de Franz,
D. Celda de Franz con membrana de intestino de cerdo cerrada herméticamente y E. Sistema utilizado en el

estudio de permeabilidad.

=
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8. RESULTADOS Y DISCUSION
8.1. Desarrollo del método analitico para la cuantificacion de Nitazoxanida

8.1.1. Determinacion de la longitud de onda de méaxima absorcion

En la Figura 22, se muestra el barrido de NTZ en la region UV-Visible en un rango de 200
a 500 nm analizado con la curva de cuantificacion del punto 7.1.2., indicando que NTZ
presenta una longitud de onda de méaxima absorcion (Amax) @ 347 nm. Malesuik y
colaboradores %, reportan que NTZ disuelta en ACN absorbe en un Amax a 345 nm, esto es
verificado por Sachan y colaboradores 1, que obtuvieron una Amax de 328 nm para NTZ

disuelta en una mezcla de metanol: agua (50:50).

— BLANCO
5.0 - 0.5 pg/mL
) — 1 pg/mL
4.5 — 5 yg/mL
o A 10 pg/mL
o 15 pug/mL
= 354 — 20 pg/mL
s - |
© 3.0 1
8 ) L%\
m 2.5 =1 :
3 | A
S 20l
g
1.5 “,‘
1.0+
0.5
0.0 4 T T T = lir; T 1
200 300 400 500
Longitud de onda (nm)
Figura 22. Espectro de absorcion en UV-Visible de NTZ
N
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8.1.2. Validacion del método de cuantificacion de NTZ

Tomando como referencia los criterios de aceptacion establecidos en la guia de validacion
del CNQFBM se observa que en la tabla 12, el pardmetro de linealidad con datos tomados
del dia 1 representativo a 3 dias (gréafica 1) cumple con el criterio establecido, asi mismo se
considera dentro de los criterios a los parametros de precision y exactitud. En el caso del
limite de deteccidn, el analito puede ser verificado en concentraciones menores que el
rango de la curva también puede ser cuantificado con precision y exactitud en el rango mas

bajo de la curva de calibracion.

Tabla 12. Resultados de la evaluacion de los parametros de desempefio para la validacion del método de
cuantificacion de NTZ por HPLC.

Parametro Especificacion Resultado
Coeficiente de
correlacion (r)
Coeficiente de =20.98
determinacion (r?) 0.9986
177295
Linealidad
IC (m) m#0 Valor minimo
(0=0.05) 175892.55
Valor maximo 178697.40
(a=0.05) '
Error debido a la o o
regresion =2 1.70%
Precision CREIEENEEE <2% 0.47 %
variacion
Nivel bajo 2.30 %
Coeficiente de
Exactitud variacion del <2% Nivel medio 1.12%
recobro
Nivel alto 1.42 %
Limite de deteccién (LD) pg/mL 0.048
Limite de cuantificacion (LQ) pg/mL 0.146

Por tanto, el método para cuantificar NTZ cumple con los requerimientos necesarios y

asegura ser confiable y efectivo para los fines de este proyecto.

=
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Gréfica 1. Curvas de calibracién representativas de 2 dias de evaluacion de linealidad (r=3)

8.1.3. Selectividad/especificidad

Para determinar la selectividad del método para la cuantificacion de NTZ se analizaron
muestras blanco de los materiales y disolventes utilizados por HPLC. En la figura 23, se
comparan los cromatogramas de las diferentes muestras y se observa gue no existe
interferencia entre el analito y los componentes de la formulacién. Por lo tanto, el método

es especifico para la cuantificacion de NTZ sin interferencia alguna.



_..1Acetato de etilo

o 1 2

RESULTADOS Y DISCUSION

10+ - -Retention Time

o TZX 10/ ug/mL

727

054 - -Retention Tima

ed Po!lca[larollactt?nal .
0 1 2 3

Minut
m: ;{antichimaf
[ Wy b
f e ) ) Ly M\‘“’
E gl R - PRI LRI L
P’ M g I
v TRYY LT R
01 f--WL
1 \l
E i \
224 Alcohol polivinilico ‘
0 ' ; ' é ' ; ; 5 6 7 é 9 10
Minut
? Elermon Time f
I
10+ JI ‘I\
/]
A / \
ol NTZ 10 pg/mL T/ E |
o1 3 X s s 1

Retention Time
500 A

250+

il
f
|Lisis de PNPs-NTZ | ] KJ—

1
Muestra de: |
4 permeabilidad de

o 1 2 3 4 s 6 7 8 a 10
Minut
1 Retention Time 1 2 )
i - f
44 H i ‘I‘I
1 I [l |
I | .\ I
2INTZ-TZX 10 pgimL || F-\ 4
{en buffer de I\ | R
fosfatos pH 6.8 / L_\N__’L =] u\_‘d‘_’_;k
03— L= [ig
©
e 1 2 3 4 s 6 7 5
Minutes
2 Retention Time I

n | L
PNPs-NTZ 2240 min | / \’"“'\,.M IS \W
0 -2 — I

o 1 2 3 4 5 3 7
Minutes

Figura 23. Serie de cromatogramas de los diferentes componentes de la formulacion, NTZ y de nanopatrticulas

cargadas con NTZ.

8.2.

Seleccién de materiales

Para la seleccién de los materiales a utilizar se realiz6 una consulta bibliografica, donde se

analizaron diferentes polimeros, considerandose a la policaprolactona (PCL) por costo,

accesibilidad, biodegradabilidad y sus caracteristicas de biocompatibilidad para formar la

matriz polimérica de la nanoparticula. Y al alcohol polivinilico (PVA), como estabilizador de

la nanosuspension.

Se realiz6 una consulta bibliogréafica de la solubilidad del farmaco en diferentes disolventes

organicos que se muestran en el anexo 1, optando por el acetonitrilo como el disolvente

polar que present6 una mejor solubilidad en fraccién molar de 2.011x103, y se utilizé para

las determinaciones analiticas. Se eligié acetato de etilo como disolvente para las pruebas

de preformulacién, debido a que el polimero a utilizar es ligeramente soluble en este

solvente, presenta un mejor perfil toxicolégico al respecto a otros solventes utilizados en la

preparacion de las PNPs, por lo que es considerado para las aplicaciones biomédicas.

-
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8.3.  Caracterizacién y evaluacién de las nanoparticulas poliméricas por DoE

8.3.1. Primer DoE

8.3.1.1.  Caracterizacion fisica del primer DoE

De acuerdo con los factores y niveles establecidos en el DoE planteado en el punto 7.3
para la formulacién de PNPs de NTZ por el método de emulsion simple/difusién de
disolvente, se evaluaron las respuestas de tamafio, indice de polidispersion, potencial zeta,
eficiencia de encapsulacién, capacidad de carga y el porcentaje de farmaco liberado a 24

horas.

En la tabla 13, se muestra los resultados obtenidos, se puede observar que el tamafio de
particula varia desde 463 a 1003, en las diferentes formulaciones, mientras en el PDI se
mantiene entre 0.346 a 0.380 en las formulaciones 1 a 3, la formulacion 4 muestra un PDI
menor a los demas (0.118). De esto se puede mencionar que las formulaciones 1, 2y 4
muestras particulas de tamafio nanométrico mientras que la formulacién 3 presenta
particulas mayores que una micra. Los valores de PDI en general indican que la dispersién
de tamafios en todas las formulaciones es muy homogénea. Los valores de potencial Z
indican que las formulaciones de PNPs son estables. La capacidad de carga de estas
formulaciones fue menor al 1 %, mientras que la eficiencia de carga fue mayor al 90 para

todas ellas.

Tabla 13. Resultados de la caracterizacion fisica de las PNPs-NTZ de acuerdo con el primer DoE (n=2)

DoE Formulacién Tamarfo de particula Potencial zeta CC (%) EE (%)
(nm) (mV)
1 816 0.346 -5.67 0.8 98.9
2 495 0.380 -8.44 0.2 98.9
1
3 1003 0.349 -10.63 0.7 99.2
4 463 0.118 -10.76 0.2 98.5
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En el grafico 2, se observa el diagrama de Pareto para el tamafio de particula el cual no
muestra significancia entre los factores evaluados; sin embargo, el tamafio de la barra (azul)

indica que, si se manipula el PVA, el tamafo de particula puede verse afectado mas que si

se manipula el polimero PCL.

LA
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B:PVA —

AB

A:PCL

1 1 1 L 1
0 1 2 3 4
Efecto estandarizado

Grafica 2. Diagrama de Pareto del tamafio de particula

En el grafico 3, se observa en el diagrama de Pareto que el PVA tiene un efecto significativo
en la capacidad de carga del farmaco, también se puede visualizar que en la variable del
PVA tiene un efecto negativo, esto quiere decir que las respuestas tienen a disminuir si hay

un aumento en el factor.
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Gréfica 3. Diagrama de Pareto de la capacidad de carga de farmaco
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Para optimizar el tamafio de particula que es esencial para el desarrollo del nanosistema

polimérico, se evalué el efecto de los factores a través del contorno de superficie. En la

grafica 4, se observa que para obtener un tamano de particula < 500 nm, el PVA debe tomar

valores mayores a 3 % en la formulacion, mientras que la PCL podria manejarse con un

contenido de peso entre 40 y 60 mg.
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Gréfica 4. Contorno de superficie de respuesta para el tamafio de particula del 1er DoE

En la gréfica 5, se observa el contorno de superficie de respuesta para la optimizacién de

la capacidad de carga de las PNPs, al incrementar el % de PVA la respuesta disminuye, de

forma que considerando lo relacionado al tamafio de particula, un contenido de 2 a 3 % de

PVA, la capacidad de carga predicha en la superficie de respuesta se encontraria entre un

0.5 a 0.7 %, manteniendo la formulacién a nivel de nanoparticulas.
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8.3.1.2.  Evaluacion in vitro del perfil de liberacién del primer DoE

La liberacién de NTZ a partir de las formulaciones de PNPs-NTZ con el primer DoE se
muestran en la gréfica 6, comparando las cuatro formulaciones (n=2) contra NTZ en
solucion en las mismas condiciones experimentales, en donde se puede observar que las
cuatro formulaciones a base de PNPs mostraron un mejor perfil de liberacion en
comparacion al de NTZ en solucién que a las 6 horas mostré del 3 % de farmaco liberado.
Asi mismo se observa que a las 6 horas se tiene un porcentaje liberado del 58 % y 27 %
para la formulacion 2y 4. A 24 h, la formulacién 2 presentaba un 89 % de farmaco liberado,

la formulaciéon 4 un 73 % y la NTZ en solucién solamente presenté un 9 % de farmaco

liberado.
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Gréfica 6. Perfiles de liberacion in vitro de las PNPs-NTZ del 1er DoE (n=2)

De los resultados obtenidos en el primer disefio, se puede concluir que para mantener la
maxima capacidad de carga (entre 0.5 y 0.7 %) de las nanoparticulas, el PVA debe
mantenerse en un intervalo de 2 a3 %, lo cual garantizaria un tamafio de particula a nivel
nanomeétrico, entre 500 y 700 nm. Por estas razones se propuso manejar un segundo disefio

22, evaluando el efecto de los factores PVA 'y PCL.



8.4. Desarrollo, caracterizacion y evaluacion de las PNPs del segundo DoE

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

De acuerdo con la determinacion de las evaluaciones del primer DoE, se establecié el

segundo DoE mostrado en la tabla 14, para el andlisis de las siguientes respuestas: tamafio

de particula en niveles nanométricos (< 500 nm) y una CC en un porcentaje aproximado del

1 % en relacion con el peso de cada formulacién y que mantenga una liberacién sostenida

al menos durante 72 h.

Tabla 14. Matriz del segundo DoE para la optimizacion de las PNPs-NTZ

N° de experimento

Formulacién

PCL (mg)

PVA (%)

5 F1 30 1
6 F2 30 3
7 F3 40 1
8 F4 40 3

8.4.1. Caracterizacion fisica del segundo DoE

En la tabla 15, se muestran los resultados de la caracterizacion fisica de las formulaciones

de PNPs obtenidas en el segundo DoE, en el cual se observa que los tamafios de particula

para cada formulacion presentan una homogeneidad de tamafios que varian entre 516 nm

a 605 nm. para el caso de los PDI muestran intervalos de 0.315 a 0.426, el potencial zeta

presento valores entre -11.0 mV a -15.4 mV. Para el caso de la CC, se presentaron

porcentajes del 0.7 % a 1.5 % y la EE se mantuvo con valores estables del > 90 %.

Tabla 15. Resultados de la caracterizacion fisica de las PNPs-NTZ de acuerdo con el segundo DoE (n=2)

Potencial zeta

Formulacion Tamafio de particula (nm) PDI (mV) CC (%) EE (%)
1 580 0.426 -14.7 1.5 98.3
2 605 0.329 -15.4 1.4 98.8
2
3 566 0.419 -11.7 0.7 99
4 516 0.315 -11.0 0.7 97.7

\\fm
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En el gréfico 7, se observa el diagrama de Pareto para el tamafio de particula que
corresponde al segundo DoE, en el cual se observa que los factores no presentan
significancia como en el primer DoE; sin embargo, la tendencia se repite ya que el PVA
tiene un mayor efecto sobre el tamafio de particula el cual puede modificarse si se

incrementa o disminuye.
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Gréfica 7. Diagrama de Pareto del tamafio de particula del segundo DoE

Con respecto al efecto de los factores en la capacidad de carga, se puede observar en el
gréfico 8, que el PVA sigue manteniendo un efecto significativo en la respuesta, lo que tiene

relacion con los datos obtenidos en el primer DoE.
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Gréfica 8. Diagrama de Pareto de la capacidad de carga del segundo DoE
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La superficie de respuesta del grafico 9, muestra que el tamafio de particula se encuentra

a niveles nanomeétrico entre 520 y 600 nm, mientras el PVA se mantiene entre 1y 3 %. Por

dichas razon, se considera que el intervalo mencionado garantiza un tamafio de particula

nanomeétrico (< a 600 nm). La PCL mostré poco efecto, con lo que el intervalo analizado de

30 a 40 mg garantiza que la formulacion se mantenga a nivel nanométrico.
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Gréfica 9. Contorno de superficie de respuesta para el tamafio de particula de las PNPs-NTZ del 2do DoE

En el gréfico 10, se aprecia nuevamente que el incremento del PVA en la formulacion

disminuye la capacidad de carga, mientras que la PCL presenta poco efecto. Con los

nuevos niveles de PVA (1 a 3 %) se alcanz6 una CC entre 0.56 a 1.3 %.
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Gréfica 10. Contorno de superficie de respuesta para la capacidad de carga de las PNPs-NTZ del 2do DoE
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8.4.2. Evaluacion in vitro del perfil de liberacion del segundo DoE

En la grafica 11, se muestran los perfiles de liberacion de las formulaciones de PNPs-NTZ
basados en el segundo DoE. Mostrando que las formulaciones 1 a 4 presentan mejores
liberaciones sostenidas a las 72 h de su evaluacion con un % de farmaco liberado del 20 %
para la formulacién 1 y 3, un 15 % para la 2, y un 12 % para la formulacién 4; en

comparacion de la liberacion del 2.5 % de NTZ en solucién.
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Gréfica 11. Perfiles de liberacién in vitro de las PNPs-NTZ bajo el 2do DoE (n=2)
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8.5.  Optimizacion del nanosistema polimérico de NTZ

De acuerdo con los resultados obtenido y el andlisis del DoE, se realizé la optimizacion de

los valores que seran utilizados para la formulacion de las PNPs, mostrando una

deseabilidad del 56.3 % que se observa en la grafica 12, indicandonos que nuestro disefio

es aceptable y regular.
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Gréfica 12. Deseabilidad del disefio experimental (56.3%)

En la tabla 16, se muestran los valores 6ptimos para cada factor y una relacion entre los

valores tedricos que se esperan para las respuestas optimizadas y los valores obtenidos

durante las diferentes evaluaciones. Se excluyeron de los criterios de optimizacion al % EE

y el potencial zeta, debido a que no mostraban variabilidad en los resultados obtenidos.

Tabla 16. Valores determinados para la optimizacion de las PNPs-NTZ

30

Factores

Optimizados

(X1-X2)

1.6

Variable de respuesta a

optimizar

Valor teérico

Tamafio (nm) 575.86
PDI 0.424
CC (%) 1.19
Farmaco liberado (%) 22
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En la tabla 17, se muestran los resultados de la caracterizacion fisica y evaluacion in vitro
de los lotes optimizados de PNPs-NTZ (n=3), observando que los tamafios de particula son
de 370 + 5 nm, el PDI mostr6 rangos < 0.182, mostrando una homogeneidad en la
distribucion de las particulas, una CC del 1 %, y una EE = 90 % de farmaco liberado. En la
figura 24, se muestra el resultado de la formulacién optimizada del lote 4, observando que
posterior a la liofilizacion obtenemos un polvo fino de color amarillo que se utilizé para

evaluar su capacidad de liberacion in vitro y permeabilidad ex vivo.

Tabla 17. Resultados de la caracterizacion fisica de las PNPs-NTZ optimizadas (n=3)

Potencial zeta

Tamafio de particula (nm) mv) CC (%) EE (%)
1 370 0.182 07 927
: A11.4 : :
2 329 0.183 13 98.4
: -8.64 : :
8 365 0.169 1.04 977
: -10.4 : :
4 377 0.152 0.9 957
: 1.7 : :

Figura 24. Muestra de formulacion optimizada de PNPs-NTZ (lote 4) posteriores a la liofilizacion
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8.6.  Caracterizacion fisicoquimica de las PNPs-NTZ optimizadas

8.6.1. Espectroscopia Infrarrojo

En la grafica 13, se muestran los espectros de las diferentes materias primas que se
utilizaron para formular y de las PNPs-NTZ posterior a su liofilizacion, se observan diversos
picos en cada espectro que nos indican una vibracioén caracteristica de cada muestra. En
el caso de las materias primas, la NTZ tiene una banda caracteristica a 1770 cm™ que nos
indica la presencia de un carbonilo de éster, Sachan y colaboradores ¢, comparten la
similitud de las bandas en el espectro de NTZ.
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Gréafica 13. Espectros de IR de las materias primas y de la formulacion de las PNPs-NTZ

Respecto a PCL y PVA, las bandas de PCL se presentan en 2944 y 1720 cm, el PVA tiene
vibraciones entre 3293-1238 cm™. Un dato caracteristico que se pudo observar fue el
espectro de manitol que se utilizd como crioprotector en el proceso de liofilizado y sus
bandas se observan entre 3389 cm™ y 629 cm™. En el caso del espectro de las PNPs-NTZ,

presentan un espectro similar al de manitol lo que dificulta distinguir las bandas de NTZ
dentro de la formulacion de las PNPs-NTZ.
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8.6.2. Difraccion de rayos X de polvos

Los diferentes difractogramas de NTZ en su forma pura, PCL, PVA, manitol y la formulacién
de PNPs cargadas con NTZ se muestran en la grafica 14. En el difractograma de NTZ
(negro) se observan distintos picos relevantes en angulos de difraccion de 24,70° y 31,98°
que indican que el farmaco se encuentra en su forma cristalina, esto mismo sefiala Schan
y colaboradores'®® que al analizar los patrones de difracciéon de la NTZ en su forma pura
observan picos grandes en angulos similares de 25, 02° y 31,50°. Al comparar los patrones
de difraccién de NTZ pura (negro) y la formulacién de PNPs con NTZ (morado), este se
encuentra con mayores similitudes al patron de manitol (verde) debido a que las muestras
se caracterizaron con el material liofilizado y, por tanto no se logra visualizar la presencia
de los demas componentes de la formulacién; sin embargo, también al no visualizarse
sefiales de NTZ pura en el patron de las PNPs-NTZ se predice que se ha internalizado la
NTZ en forma amorfa dentro de la matriz del polimero.
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Gréfica 14. Difractogramas de las materias primas y de la formulacion de PNPs-NTZ
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8.6.3. Calorimetria diferencial de barrido

En la grafica 15, se muestran los termogramas de las materias primas utilizadas, asi como
de la formulacion de PNPs con NTZ optimizadas. En el caso del termograma de NTZ (negro)
mostrd un pico endotérmico de fusion a 200,28 °C que corresponde a la forma cristalina del
farmaco, este fendmeno también lo observaron Sood y colaboradores %7 que nos muestran
una fusion de NTZ a 202,1 °C. En cuanto al comportamiento térmico de la formulacién de
PNPs con NTZ (morado), se observé un pico endotérmico a 167,58 °C, similar al obtenido
en el termograma de manitol (verde). Asi mismo, se observa la ausencia de alguna otra
sefial adicional en la zona de fusién que corresponde a NTZ sugiriendo que el farmaco no

se encuentra en su forma cristalina y no interacciona significativamente con los polimeros.
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Gréfica 15. Termograma de las materias primas y de la formulacién de PNPs-NTZ
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8.7.  Evaluacion in vitro del perfil de liberacion de las PNPs-NTZ optimizadas

En la grafica 16, se muestran los perfiles de liberacién de los lotes (n=3) de las PNPs-NTZ
optimizados. Mostrando perfiles de liberacién diferentes a los antes reportados, en donde
las formulaciones de PNPs-NTZ, liberaron a las 2.5 h un % de farmaco liberado del 50 %
para el lote 2 y 4, manteniendo una cinética de liberacién de farmaco constante entre el 20
% y 25 % de las 35 h a las 72 h. Estos perfiles comparados a los de NTZ en solucion

presentan un cambio en la solubilidad acuosa de NTZ.
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Gréfica 16. Perfiles de liberacion in vitro de lotes optimizados de PNPs-NTZ (n=3)

Se evaluaron cuatro réplicas de un lote optimizado y liofilizado para corroboran las cinéticas
de liberacion, representando los perfiles de liberacion en la grafica 17, en donde podemos
observar que la cinética de incremento se vuelve a visualizar, o que nos puede indicar que
en el estudio pasado de la gréfica 16, el farmaco presento una rapida solubilizacion lo que
llevo a una saturacion en el medio propiciando una precipitacion del farmaco. Sin embargo,
podemos determinar que el mayor % de farmaco liberado se encuentra en el rango de 20y
25 % que corresponden a las cinéticas constantes del grafico 17, lo que hace referencia
gue las PNPs-NTZ liberan un 2 % de la masa de farmaco cargado en las PNPs de acuerdo
con el %CC obtenido que corresponde al 1 % de la relacion masa de farmaco/ polimero en
un periodo de 72 h, esto comparado con la NTZ en suspension muestra un efecto favorable

en la solubilidad acuosa de NTZ.
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Gréfica 17. Perfiles de liberacion in vitro de las PNPs-NTZ optimizadas (n=4)

8.7.1. Evaluacién ex vivo de las cinéticas de permeabilidad de las PNPs-NTZ
optimizadas y de NTZ

Al analizar las pruebas de permeabilidad de NTZ en suspension y de las PNPs-NTZ, se
puede observar en la grafica 18 que la formulacion de PNPs-NTZ tiene una mayor
permeabilidad de 2.5 pg de masa transferida a 120 min, mientras que NTZ en suspension
presenta una permeabilidad de 1.2 pg de masa transferida. Al término del estudio a los 240
min, las PNPs-NTZ transfiere una masa de 6.5 pug y la NTZ en suspension transfiere una
masa total de 3.1 pg. La diferencia entre las constantes de permeabilidad se puede verificar
en la tabla 20, en donde el promedio de las constantes de las PNPs-NTZ es de 4.22 x10%
cm/sy las de NTZ es de 8.38 x10-% cm/s, esto se verificd con el andlisis estadistico de una
prueba t que muestra los resultados entre las dos muestras observado que existe una

diferencia significativa entre ellas con una p= 0.0025.
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Grafica 18. Perfiles de permeabilidad de PNPs-NTZ y NTZ en suspension, media + DE (n=2)

Tabla 18. Comparacion del promedio de la permeabilidad aparente entre PNPs-NTZ y NTZ en solucién

Permeabilidad aparente (cm/s)

Réplicas PNPs-NTZ NTZ
1 4.08 x10°% 7.37 x10°6

2 4.36 x10% 9.4 x108
Promedio 4.22x10°% 8.38 X106
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10.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

CONCLUSIONES

Fue posible establecer condiciones cromatograficas adecuadas para la
cuantificacion de NTZ y cumpliendo con la validacion del método siendo este lineal,

preciso, exacto y especifico de acuerdo con la guia de validacion del CNQFBM.
Se obtuvieron los valores para la optimizacion de las PNPs cargadas con NTZ

Se evaluaron las PNPs-NTZ, obteniendo un tamafio de particula de 370 £5 nm, un
PDI de 0.180 %7, un potencial zeta de -11 £3 mV, una CC del 1 £3 % y una EE del
98 +0.4 %.

Se obtuvieron perfiles de liberacion in vitro del 25 % de farmaco liberado a 72 h a

partir de las PNPs, reflejando una mejora en la solubilidad acuosa de NTZ.

El estudio de permeabilidad demostré que el nanosistema de PNPs-NTZ presenta
una mayor permeabilidad en comparacion de la NTZ en suspensién, donde el
promedio de las constantes de permeabilidad de las PNPs-NTZ es de 4.22 x10%°
cm/s y para NTZ en suspension de 8.38 x10-° cm/s, lo cual nos indica que el

nanosistema ha incrementado la capacidad de permear de la NTZ.

PERSPECTIVAS

Proponer estudios de caracterizacion fisicoquimica de la formulacién de PNPs-NTZ
sin liofilizar esperando ver la presencia del material polimérico y también realizar
microscopias electronicas para corroborar la morfologia y el tamafio de las

particulas.

Realizar pruebas de pegilacion a las PNPs-NTZ optimizadas, para mejorar las
caracteristicas de estabilidad de las PNPs y disminuir una posible degradacion

enzimatica.

Realizar pruebas de encapsulacién del IFN-a en las PNPs-NTZ pegiladas, para
establecer una coadministracion con dos farmacos que presentan una sinergia

farmacéutica con caracteristicas antivirales.
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12. ANEXOS

Anexo 1. Datos bibliogréficos para verificar la solubilidad de NTZ en diferentes disolventes

Tabla 19. Solubilidad en fraccién molar de nitazoxanida en diferentes disolventes 168

Disolvente Solubilidad de nitazoxanida

N-metil-2-pirrolidona (NMP) 1.127x10?
N-dimetilformamida (DMF) 1.043x101
1,4-dioxano 3.107x102
Acetato de etilo 3.990x10°3
Acetonitrilo 2.011x10°®
Isopropanol 5.801x10*
n-propanol 5.250x10*
Metanol 3.340x10*

Tolueno 2.910x10*

Anexo 2. Datos de la prueba de linealidad y su andlisis estadistico

Tabla 20. Resultados del dia 1 de linealidad

Concentracion de NTZ Factor Promedio
(ng/MI) respuesta
0.1 58618 586180
0.1 56820 568200 574897 9828 1.70960115
0.1 57031 570310
0.25 87501 350004
0.25 84856 339424 345263 5375 1.556693614
0.25 86590 346360
0.5 131738 263476
0.5 126782 253564 257944 5055 1.959890236
0.5 128396 256792
0.75 170678 227571
0.75 165473 220631 224123 3470 1.548353374
0.75 168126 224168
1 223597 223597
1 217507 217507 219296 3742 1.706495534
1 216784 216784
15 307000 204667
201710 3525 1.747493976
1.5 303982 202655
-

NPy
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1.5 296714 197809
2 403361 201681
389749 194875 198379 3408 1.717684865
2 397163 198582
Promedio del %CV 1.706601821
Tabla 21. Estadistica de la regresion del dia 1 de linealidad
Estadisticas de laregresion
quf_iciente de correlacién 0.999340393
multiple
Coeficiente de
determinacién R"2 0.998681221
R”"2 ajustado 0.998611811
Error tipico 4298.55448
Observaciones 21
Tabla 22. ANOVA de los datos del dia 1 de la linealidad
Grados de Suma de Prgénlﬁglo = cri\t/iaclgrde
libertad cuadrados
cuadrados F
Regresioén 1 2.6586E+11 2.6586E+11 14388.2623 7.9204E-29
Residuos 19 351073842 18477570.6
Total 20 2.6621E+11
- . Estadistico . Inferior Superior
Coeficientes  Error tipico t Probabilidad 95% 95%
Intercepciéon 39712.75686 1593.38976 24.9234418 5.6372E-16 36377.7538  43047.76
Variable X1 177294.9785 1478.06068 119.951083 7.9204E-29 174201.362 180388.595

=
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Tabla 23..Resultados del dia 2 de linealidad

Concentracion de NTZ Factor

(ng/MI) respuesta Prerizeo
0.1 54757 547570
0.1 53804 538040 541913 5009 0.92432403
0.1 54013 540130
0.25 87490 349960
0.25 88088 352352 353401 4069 1.1513203
0.25 89473 357892
0.5 127668 255336
0.5 128571 257142 254167 3700 1.45577734
0.5 125012 250024
0.75 173298 231064
0.75 172039 229385 227727 4407 1.93502076
0.75 167049 222732
1 205688 205688
1 208719 208719 205205 3779 1.84143804
1 201208 201208
1.5 273875 182583
1.5 283441 188961 186551 3462 1.85588253
1.5 282162 188108
330937 165469
325275 162638 165256 2519 1.52429043
335324 167662
Promedio del %CV | 1.52686478
Dia 2

350000
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— Linea de tendencial
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250000 ~
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100000 ~
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Gréfica 19. Curvas de calibracién del dia 2 para la evaluacién de la linealidad (r=3)
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Tabla 24. Estadistica de la regresion lineal del dia 2 de linealidad

Estadisticas de laregresién

Coeficiente de correlacion

multiple

0.994933236

Coeficiente de determinacién R*2

0.989892144

R”2 ajustado

0.989360152

Error tipico

9819.762687

Observaciones

21

Tabla 25. ANOVA de los datos del dia 2 de linealidad

ANEXOS

Promedio

. Suma de Valor
Grados de libertad cuadrados de los F critico de F
cuadrados
Regresion 1 1.79426E+11  1.7943E+11  1860.726021  2.0096E-20
Residuos 19 1832127045  96427739.2
Total 20 1.81258E+11
Coeficientes Error tipico Estadisticot  Probabilidad  Inferior 95% S%%%zor
Intercepcion 52499.35766 3639.99325 14.4229272 1.0952E-11 44880.7642 60117.9511
Variable X 1 145650.5185 3376.531609  43.1361336  2.00959E-20  138583.357  152717.68

=



ANEXOS

Anexo 3. Datos utilizados en las pruebas de precision, exactitud, limites de deteccion y
cuantificacion

Tabla 26. Resultados de la precision

Concentracion Factor Promedio
(ng/mL) respuesta
0.3 59724 199080
0.3 59792 199307 199454 466.2418702 | 0.23375858
0.3 59993 199977
0.9 167455 186061
0.9 169882 188758 187688 1431.925665 | 0.76292963
0.9 169420 188244
1.75 287656 164375
1.75 286181 163532 163621 713.5988316 | 0.43612925
1.75 285173 162956
Promedio del %CV | 0.47760582

Tabla 27. Resultados de la exactitud

Nivel bajo

Conc. Conc. Recuperada

(el Area (uail) %Recobro
0.3 53999 0.30890613 102.968709
0.3 52221 0.29879365 99.5978822
0.3 51529 0.29485785 98.2859516
0.3 52926 0.30280338 100.934459
0.3 54512 0.31182385 103.941282

Promedio 53037.4 0.30343697 101.145657
DE 1230.173687 0.00699669 2.33222892
CVv 2.319445687 2.30581223 2.30581223

Nivel medio

Conc. Area Conc. Recuperada %Recobro
pg/mL pg/mL
0.9 162797 0.92770129 103.077921
0.9 160378 0.91394308 101.549231
0.9 159410 0.90843752 100.937503
0.9 158041 0.90065126 100.072362
0.9 161218 0.91872063 102.08007
Promedio 160368.8 0.91389076 101.543418
DE 1799.675721 0.01023576 1.13730709
CcVv 1.12221063 1.1200205 1.1200205

=



Nivel alto

ug?r:cL Area Al Ege/?#f erada | o pecobro
1.75 294227 1.67521731 95.7267036
1.75 291821 1.66153304 94.9447454
1.75 290628 1.65474778 94.5570163
1.75 296816 1.68994241 96.5681375
1.75 301164 1.71467192 97.9812525
Promedio 294931.2 1.67922249 95.9555711
DE 4215.656497 0.0239768 1.37010284
CV 1.429369459 1.42785127 1.42785127

Tabla 28.Limite de deteccion y cuantificacion del método para cuantificar NTZ

ANEXOS

= = = Promedio
0.1 54757 53804 54013 54191.33333
0.25 87490 88088 89473 88350.33333
0.5 127668 128571 125012 127083.6667
0.75 173298 172039 167049 170795.3333
1 205688 208719 201208 205205
1.5 273875 283441 282162 279826
2 330937 325275 335324 330512
m 144365.9539 144434.6516 148150.9501 145650.52
b 53297.24018 54126.51786 50074.31492 52499.36
r 0.99562137 0.992459972 0.996885447 0.9949889
r2 0.991261912 0.984976795 0.993780595 0.9900064
DE m 2165.7097
DEb 2140.6890
DE b/m 0.0147
LD 0.0485
LQ 0.1470

=




Anexo 4. Analisis estadistico de pruebat para el estudio de permeabilidad

Tabla 29. Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

Media

Varianza

Observaciones

Varianza agrupada
Diferencia hipotética de las medias
Grados de libertad
Estadistico t

P(T<=t) una cola

Valor critico de t (una cola)
P(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas)

PNPs-NTZ

4.21861E-05
3.75157E-12
2
2.9108E-12
0

2
19.81258285
0.001268914
2.91998558
0.002537828
4.30265273

NTZ
8.38372E-06
2.07002E-12

2
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