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RESUMEN

RESUMEN

Nitazoxanida (NTZ) es un profarmaco que genera al metabolito activo tizoxanida (TZX) el cual es
responsable de la accion farmacoldgica antiparasitaria, antibacteriana y antiviral, y tiene una pobre
solubilidad acuosa. Esto nos ha llevado a la busqueda de la mejora de su solubilidad mediante la
incorporacion del tizoxanida dentro de una formulacién con nanoparticulas poliméricas.

El propdsito del presente trabajo es describir el proceso de desarrollo y caracterizacion de una
formulacién de Nanoparticulas Poliméricas (NPs) cargadas con tizoxanida.

La nitazoxanida utilizada en el proyecto fue obtenida y purificada a partir de una formulacion
comercial de grageas del farmaco (ParaMix®, Liomont, 500 mg). Posteriormente, se desarroll6 un
método de preparacion de tizoxanida, metabolito activo de nitazoxanida, por medio de hidrélisis acida
del profarmaco. La identidad y pureza de nitazoxanida y tizoxanida fue confirmada mediante
espectroscopia Infrarroja (IR) y Resonancia Magnética Nuclear de proton(*H-RMN).

Se llevé a cabo la preparacién de nanoparticulas mediante el proceso de emulsion utilizando
Policaprolactona (PCL) como polimero y Alcohol Polivinilico (PVA) como estabilizante. Las
Nanoparticulas poliméricas preparadas fueron caracterizadas en su estructura quimica (IR, UV-vis,
RMN), morfologia (MTE), estructura cristalografica (DRX), y de la nanoestructura (potencial peta,
indice de polidispersion, tamafio de particula).

Los resultados evidenciaron nanoestructuras con un tamafo de 384 + 57 nm y un potencial Zeta -15
+ 2 mV. La eficiencia de encapsulacion fue del 99.1 + 0.3% y la capacidad de carga fue de 0.742 +
0.77 mg/100g de formulacion. Los espectros de difraccion de rayos X, calorimetria diferencial de
barrido e infrarrojo indicaron que no existen incompatibilidades entre los excipientes de la
formulacién. Tizoxanida en polvo demostré ser muy poco soluble en agua, pero soluble en solventes
orgénicos como metanol o acetonitrilo. Sin embargo, las hanoparticulas de nitazoxanida demostraron
ser ligeramente solubles en agua.

Se realiz6 un disefio experimental 22, teniendo la cantidad de policaprolactona (mg) y la cantidad de
alcohol polivinilico (mg) como factores experimentales, y se propuso una formulacién optimizada, la
cual se caracterizd en tamafio de particula, potencial zeta, espectroscopia infrarroja, difractometria
de rayos X de polvos, calorimetria diferencial de barrido y perfil de liberacién. La formulacion
optimizada demostré un aumento en la liberacién de hasta tres veces con respecto al farmaco puro.

En conclusion, se obtuvieron nanoparticulas poliméricas sélidas cargadas con tizoxanida con una
mejoria en su solubilidad acuosa con respecto a las formulaciones convencionales y con una mejor
liberacion. Este impacto positivo en la solubilidad y en la liberacion puede traducirse en una reduccién
de dosis manteniendo la misma efectividad.
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ABSTRACT
Nitazoxanide (NTZ) is a prodrug that generates the active metabolite tizoxanide (TZX), which
is responsible for its pharmacological actions as an antiparasitic, antibacterial, and antiviral
agent, but it has poor aqueous solubility. This has led us to search for improved solubility by
incorporating tizoxanide into a formulation with polymeric nanoparticles.

The purpose of this study is to describe the development and characterization process of a
formulation of Tizoxanide-Loaded Polymeric Nanoparticles (NPs). Nitazoxanide used in the
project was obtained and purified from a commercial tablet formulation (ParaMix®, Liomont,
500 mg). Subsequently, a method for the preparation of tizoxanide, the active metabolite of
nitazoxanide, was developed through acid hydrolysis of the prodrug. The identity and purity
of nitazoxanide and tizoxanide were confirmed by Infrared Spectroscopy (IR) and Proton
Nuclear Magnetic Resonance (*H-NMR).

Nanoparticles were prepared using the emulsion process with Polycaprolactone (PCL) as the
polymer and Polyvinyl Alcohol (PVA) as the stabilizer. The prepared polymeric nanoparticles
were characterized for their chemical structure (IR, UV-Vis, NMR), morphology (TEM),
crystallographic structure (XRD), and nanostructure (zeta potential, polydispersity index,
particle size).

The results showed nanostructures with a size of 384 + 57 nm and a zeta potential of -15 +
2 mV. The encapsulation efficiency achieved was 99.1 + 0.3%, with a loading capacity of
0.742 + 0.77 mg/100g of formulation. X-ray diffraction spectra, differential scanning
calorimetry, and infrared spectroscopy indicated no incompatibilities among the formulation
excipients. Tizoxanide powder was found to be poorly soluble in water but soluble in organic
solvents such as methanol or acetonitrile. However, nitazoxanide nanoparticles showed
slight solubility in water.

An experimental design 22 was performed with the amount of polycaprolactone (mg) and the
amount of polyvinyl alcohol (mg) as experimental factors, and an optimized formulation was
proposed. The optimized formulation was characterized for particle size, zeta potential,
infrared spectroscopy, powder X-ray diffraction, differential scanning calorimetry, and release
profile. The optimized formulation increased release up to three times compared to the pure
drug.

In conclusion, solid polymeric nanoparticles loaded with tizoxanide were successfully
obtained, exhibiting improved aqueous solubility compared to conventional formulations and
enhanced release. This positive impact on solubility and release can potentially translate into
dose reduction while maintaining the same effectiveness.



MARCO TEORICO

1. INTRODUCCION

Las enfermedades hepaticas son la sexta causa de muerte mas comuin en México, llegando a causar
hasta 41 520 defunciones en 2020%, mientras que en el mundo se estima que 2 millones de personas
mueren al afio debido a enfermedades hepaticas2. La mitad de estas muertes son asociadas a
complicaciones de cirrosis mientras que la otra mitad son debidas a casos de carcinoma
hepatocelular.

Las infecciones por los virus de hepatitis B y C son los principales factores de riesgo asociados con
el desarrollo de carcinoma hepatocelular, por lo cual es importante desarrollar terapias efectivas para
el tratamiento y control de dichas infecciones, a fin de detener el avance de la enfermedad y por
consecuencia su mortalidad.

Actualmente existen diversas terapias aprobadas para el tratamiento de las hepatitis B y C; sin
embargo, los resultados obtenidos por estas pueden llegar a ser insuficientes en infecciones
crénicas, debido a que se genera una resistencia al tratamiento. Dicha resistencia a las terapias
farmacoldgicas esta ligada a diversos factores, entre los cuales esta la rapida replicacién viral de
VHB y VHC, mutaciones genéticas en la region RT de la polimerasa del virus, adaptacion selectiva
de las cepas mutadas y polimorfismos genéticos del hospedero.3# En la tabla 1, podemos encontrar
una recopilacién de algunas de las mutaciones del virus de la hepatitis B (VHB) que se han
identificado que son resistentes a farmacos utilizados normalmente para tratar a dicho virus.

Tabla 1. Cepas del virus de la hepatitis B que han desarrollado resistencia a las terapias

Farmaco Mutacién de VHB REEENEES
Lamivudina M204V/ Allen et al 1998°
L180M + M204V/I Li et al,2005°
A181T/V Angus et al, 20037
A181T/V+N236T Angus et al, 20037
L180M+M204V/I+T184 Sherman et al, 20088
L180M+M204V/1£S5202 Sherman et al, 20088
L180M+M204V/1£1169T+M250 Sherman et al, 20088
Adefovir A181T/V Villet et al, 2008°
N236T Angus et al, 20037
Entecavir L180M+M204V/1£T184 Sherman et al, 20088
L180M+M204V/I£S5202 Sherman et al, 20088
L180M+M204V/I£1169T+M250 Sherman et al, 20088
Tenofovir N236T Angus et al, 20037
A181T/V+N236T Angus et al, 20037

En la tabla 2, podemos encontrar una recopilacion de algunas de las mutaciones del virus de la
hepatitis C (VHC) que se han identificado que son resistentes a farmacos utilizados normalmente
para tratar a dicho virus.
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Tabla 2. Cepas del virus de la hepatitis C que han desarrollado resistencia a las terapias

Farmaco

Mutaciéon de VHC

RECICHEES

Asunaprevir

Glecaprevir

Grazoprevir

Paritaprevir

Simeprevir

Vaniprevir

Voxilaprevir

Daclatasvir

Elbasvir

D168A/E/HIQITIVIY
S122

QB0K/L

R155

V36 M

Y56H/N

Q80 K/R

R155T

A156G/TIV
Q168A/K/LIR

V36A/M
F43S/C
T54A/S
Y56H/F

Q80K
R155K/Q/T
A156TV
D168A/E/GITIVIY
V36M + R155K
T54S + R155K
V36A/MIL
F43L

Y56

Q80K
R155G/K/T
A156H

D168V

V36M
R155K/G/T
Q80K/R
S122RIT
D168A/E/FIHINITIV
R155K

D168V
V36M+R155K
T54S+R155K
R155K+A165S
R155Q+D168N
R155W
D168K/L/R
A156L/TIV

M28T/V
Q30E/H/KIR
L31IMNV
H58D
Y93C/HIN
L31F/MV
Y93C/H/IIR
A30K
L28MV
L23F+L31F
M28A+Q30R
M28A/G/T/S
Q30H/K/R/Y
L31F/IIMIV
H58D
Y93C/HIN/S
L28M/S

McPhee et al, 201310
McPhee et al, 201211
McPhee et al, 201211
McPhee et al, 201211
Krishnan et al, 201812
Krishnan et al, 201812
Krishnan et al, 201812
Krishnan et al, 201812
Krishnan et al, 201812
Krishnan et al, 201812

Komatsu et al, 201713
Summa et al,201214
Summa et al, 201214
Komatsu et al, 201713
Black et al, 201515
Summa et al, 201214
Komatsu et al, 201713
Komatsu et al, 201713
Summa et al, 201214
Summa et al, 201214
Di Maio et al, 201716
Pilot-Matias et al, 20157
Kumada et al,201518
Di Maio et al, 2017186
Pilot-Matias et al, 20157
Pilot-Matias et al, 20157
Schnell et al, 201519

Di Maio et al, 201716
Di Maio et al, 201716
Di Maio et al, 201716
Verbinnen et al, 20152°
Lenz et al, 20152
Jensen et al, 201522
Jensen et al, 201522
Ali et al, 201323
Barnard et al, 201324
Barnard et al, 201324
Barnard et al, 201324
Gane et al, 2016%°
Gane et al, 2016%°
Gane et al, 2016%°

Harrington et al, 201826
Harrington et al, 201826
Di Maio et al, 201716
Harrington et al, 201826
Harrington et al, 20182¢
Di Maio et al, 201718
Harrington et al, 20182¢
Harrington et al, 20182¢
Harrington et al, 201826
Gao et al, 2010%7
Everson et al, 201428
Komatsu et al, 201713
Komatsu et al, 201713
Komatsu et al, 201713
Komatsu et al, 201713
Zeuzem et al, 20152°
Komatsu et al, 201713
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L30H Komatsu et al, 201713
P58D Komatsu et al, 201713
L31M+Y93H Black et al, 20151°
Ledipasvir Y93H Harrington et al, 20182¢
K24R Manns et al, 2016 30
M28A/TIV Zhou et al, 201631
Q30E/H/K/IRIY Di Maio et al, 201716
L31F//IMIV Di Maio et al, 201716
A92T Di Maio et al, 201716
Y93C/FIN Harrington et al, 20182¢
L28M Zhou et al, 201631
Q30H Di Maio et al, 201716
L31I/F/IMIV Di Maio et al, 201716
Ombitasvir M28T/V Feld et al, 201432
Q30E/H/K/LIRIY Di Maio et al, 201716
L31V Harrington et al, 20182¢
Y93C/F/HILIN/S Feld et al, 201432
L28M Schnell et al, 201519
R30Q Di Maio et al, 201716
L31F/M/V Schnell et al, 20151°
L31M+Y93H Krishnan et al, 201533
Pibrentasvir S24F Poordad et al, 201834
M28G/K Krishnan et al, 201533
A30G/K Poordad et al, 201834
L31F/I/M Schnell et al, 201519
P58T Krishnan et al, 201533
Velpatasvir Q30E/H/K/LIR Feld et al, 2015%
L31I/M/V Feld et al, 20153
Y93H/N Feld et al, 201535
A30K/V Gane et al, 20162%
E92K Lawitz et al, 201636
Q30H+Y93H Feld et al, 201535

Uno de los grupos de farmacos que han sido puestos en mira en los Ultimos afios ya que han
demostrado efectividad en contra de los virus de la hepatitis By C son las tiazolidas, las cuales han
demostrado tener una actividad inhibitoria de la replicacion los virus de la hepatitis By C.37-3°

Nitazoxanida es un profarmaco perteneciente a la familia de las tiazolidas, el cual histéricamente ha
sido principalmente usado como un farmaco con accién antiparasitaria, sin embargo, se ha
investigado y demostrado la accién de nitazoxanida y otras tiazolidas en contra de otros agentes
patolégicos, como virus y bacterias.37:40

Actualmente en el mercado existen diversas formulaciones farmacéuticas que contienen
nitazoxanida. Sin embargo, la gran limitacion de estas formulaciones se debe a que nitazoxanida es
un profarmaco que presenta una baja solubilidad acuosa (7.55x102 mg/mL)*! lo cual a su vez causa
su baja biodisponibilidad (ca. 1%)*.. Por lo que se buscan nuevas formulaciones que mejoren la
solubilidad acuosa de nitazoxanida.

La solubilidad de algunos farmacos es un problema comun en la industria farmacéutica, y una de las
estrategias para mejorarla es la formulacion de nanoparticulas. Las nanoparticulas se caracterizan
por su reducido tamafio y su capacidad para atravesar membranas biolégicas con mayor facilidad,
lo que permite una mayor absorcién del farmaco en los tejidos. De esta manera, las formulaciones
farmacéuticas con nanoparticulas han demostrado mejorar las propiedades biofarmacéuticas de los
farmacos, aumentando su eficacia terapéutica. En este sentido, el desarrollo de formulaciones con
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nanoparticulas se ha convertido en un area de investigacion altamente prometedora en el ambito de
la tecnologia farmacéutica.*?

Para explicar el efecto del tamafio de particula sobre el proceso de disolucién de un farmaco, es
necesario recurrir a la ecuacién modificada de Noyes-Whitney:

dC _ A*D*(Cs-Ct)
dt h

Donde:
dC . . ., ;
E= Velocidad de disolucion con respecto al tiempo t

A=Area superficial expuesta al medio de disolucion
D= Coeficiente de difusion

Cs= Concentracion de saturacién del farmaco

Ct= Concentracién del farmaco en el tiempo t

h = Espesor de la capa de difusién

Esta ecuacion nos explica que existe una relacion directa entre el area superficial expuesta al medio
de disolucion y su velocidad de disolucion, siendo que a mayor area superficial expuesta mayor sera
la velocidad de disolucién al inicio de una formulacién con nanoparticulas si se compara con un
experimento de la misma molécula, pero con una menor area superficial expuesta.®

El area superficial de cualquier material con un volumen determinado es dependiente de su tamafio
de particula. Una forma de observar esto, es suponiendo el caso de un material con una forma cubica
con aristas de 2 cm, con un area superficial de 24 cm?2. Si este mismo cubo se cortara en 8 partes
iguales para obtener cubos de 1 cm?, el area superficial total de estos cubos seria de 48 cm?,
aumentando al doble su &rea superficial y manteniendo el mismo volumen total. Por lo que
deducimos que a menor tamafio de particula mayor sera el area superficial; teniendo en cuenta la
ecuacion de Noyes-Whitney se traduce que a menor tamafio de particula mayor sera su area
superficial en contacto con el medio de disolucién y esto mejorara su velocidad de disoluciéon. En la
figura 1, podemos ver ilustrado el efecto que tiene la disminucién del tamafio de particula sobre el
area superficial total, manteniendo un mismo volumen.
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Figura 1. Cambio del area superficial total de un sélido dependiendo de su tamafio de particula

En el marco tedrico de esta tesis, se realiza una exhaustiva exploracion de los conceptos
fundamentales que respaldan el desarrollo y la caracterizacion de las nanoparticulas poliméricas
cargadas con tizoxanida. Para comenzar, se describe en detalle la nitazoxanida, un profarmaco
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esencial en esta investigacion. Se abarca su estructura quimica, sus propiedades farmacocinéticas
y farmacodinamicas, asi como sus indicaciones terapéuticas. Esta comprensién sienta las bases
para comprender la generacion del metabolito activo, tizoxanida, que es el componente clave con el
que se trabajara en este estudio. Del cual se describird su estructura quimica, propiedades
fisicoquimicas y el método de sintesis utilizado en este estudio.

En el subtema Validacion de métodos cromatograficos, encontraremos las pautas establecidas por
el Consejo Nacional de Quimicos Farmacobidlogos. Se describen los procedimientos y criterios
necesarios para garantizar la confiabilidad de los andlisis cromatograficos, lo cual resulta
fundamental para la posterior evaluacion y cuantificacion de las muestras.

La nanotecnologia farmacéutica adquiere gran relevancia en esta investigacion. Por lo que en el
subtema Nanotecnologia farmacéutica se explora el concepto de nanoparticulas en detalle. Se
presenta una clasificacion de las nanoparticulas en funcién de los materiales utilizados en su
construccion y se profundiza en los métodos de fabricacion, que se dividen en estrategias
ascendentes (bottom-up) y descendentes (top-down). Ademas, se detallan los diversos métodos de
caracterizacion de las nanoparticulas, abarcando aspectos morfolégicos, eléctricos, topograficos,
espectroscopicos y opticos. Esta comprension completa de las propiedades y caracteristicas de las
nanoparticulas es fundamental para el desarrollo y la evaluaciéon de las formulaciones propuestas.
El subtema Polimeros de uso farmacéutico se enfoca en los polimeros utilizados en formulaciones
farmacéuticas, con especial énfasis en la policaprolactona, que desempefiara un papel esencial en
la estructura matricial de las nanoparticulas poliméricas que se desarrollaran en este estudio. Se
explora su utilizacion en diversas aplicaciones farmacéuticas y se destacan sus propiedades
beneficiosas para la entrega controlada de farmacos.

Para finalizar, en el capitulo Marco teérico, se aborda el disefio de experimentos, una herramienta
crucial en el desarrollo farmacéutico. Se define su importancia y se proporcionan ejemplos concretos
de disefios factoriales, que permiten evaluar de manera sistematica y eficiente el impacto de
diferentes variables en los resultados obtenidos.

El marco tedrico proporciona los fundamentos necesarios para comprender el desarrollo y la
caracterizacion de las nanoparticulas poliméricas cargadas con tizoxanida, permitiendo al lector
adentrarse en los conceptos esenciales que sustentan todo el trabajo de investigacion.

En el capitulo de Antecedentes, se presentan dos subtemas relevantes. En el primer subtema, se
abordan los antecedentes de nitazoxanida, donde se describe la historia de su descubrimiento, sus
usos aprobados actualmente y las lineas de investigacion en las que se esta utilizando,
principalmente como agente antiviral contra las hepatitis B y C, la diarrea causada por el astrovirus
y el COVID-19.

En el subtema Antecedentes sobre nanotecnologia farmacéutica, se exploran los antecedentes
histéricos de la nanotecnologia en el ambito farmacéutico de manera cronoldgica y detallada. Se
mencionan importantes hitos en el desarrollo de la nanotecnologia, como el planteamiento inicial
realizado por Richard Feynman en 1959. Ademas, se destacan descubrimientos relevantes en
tecnologia, como el desarrollo del Microscopio de Tunel de Barrido (STM) por Gerd Binning y
Heinrich Rohrer en 1981 o la introduccién de la estrategia ascendente de elaboracion de
nanoparticulas introducida por Erick Drexler en 1981.

Asimismo, se presentan ejemplos concretos de medicamentos formulados con nanotecnologia que
han sido significativos en la industria farmacéutica, como Doxil® en 1995, que emplea nanoparticulas
liposomales para la entrega de doxorrubicina con el fin de tratar el cancer de ovario y del cancer de
mama metastasico, y Ontak® en 1999, medicamento basado en nanoparticulas proteicas utilizado
en el tratamiento del linfoma de células T. Estos casos se mencionan como ejemplos representativos,
y en el subtema completo se detallaran mas descubrimientos y avances relevantes en el uso de la
nanotecnologia en la industria farmacéutica.
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En los capitulos 4, 5, 6 y 7, se abordaré la justificacion de llevar a cabo este estudio, se definira el
propdsito de este y estableceran las hipotesis y objetivos que se desean cumplir durante este
proyecto de investigacion. En Justificacion, se abarca la importancia y la necesidad de abordar las
enfermedades hepaticas, como el carcinoma hepatocelular y la hepatitis crénica. Se destaca que los
tratamientos actualmente disponibles estan mostrando cada vez mas ineficacia debido al desarrollo
de resistencia por lo que se considera el uso de terapias conjuntos con otras sustancias con actividad
antiviral, como nitazoxanida. En Propdsito, se describira el objetivo de este estudio el cual es llevar
a cabo el desarrollo y caracterizacién de una formulacion de nanoparticulas poliméricas de
policaprolactona cargadas con tizoxanida mediante el método de emulsién evaporacion de solvente.
En los capitulos 6 y 7, se presentan la hipotesis y los objetivos del trabajo de investigacion.

En el capitulo Materiales y métodos, se proporcionan detalles sobre los materiales utilizados y los
procedimientos experimentales llevados a cabo en el estudio.

El capitulo Resultados constituye una parte crucial de este estudio, ya que presenta los hallazgos
obtenidos y los datos recopilados durante la investigacion. A través de diferentes subtemas, se brinda
una vision detallada y sistematica de los resultados obtenidos en cada etapa del estudio.

Los resultados de este proyecto de investigacién se presentan de la siguiente manera, primero se
caracterizan las materias primas en los Estudios de preformulacion, posteriormente se presentara la
Validacion del método analitico de cuantificacion que se utilizard en este proyecto. Luego, se iniciara
con la fase de formulacion y el disefio experimental, en la cual encontraremos los resultados de las
respuestas del disefio experimental y se propondra una formulacion optimizada. Finalmente
encontraremos la Caracterizacion de la formulacion optimizada, en donde se caracterizaran las
nanoparticulas optimizadas y se evaluaran sus respuestas.

En el capitulo Conclusiones, se presentan conclusiones basadas en los resultados y tomando en
cuenta los objetivos del proyecto de investigacion; el capitulo Perspectivas plantea los potenciales
estudios a futuro relacionados con este proyecto.

2. MARCO TEORICO

2.1 Nitaxozanida

Nitazoxanida es un profdrmaco miembro de la familia de las tiazolidas, que fue descubierto por el
cientifico francés J.F. Rossignol*® en 1975. Nitazoxanida se ha utilizado con éxito en el tratamiento
de diversas enfermedades infecciosas, incluyendo infecciones por parasitos y virus. Se ha
demostrado que es efectiva en el tratamiento de infecciones por Cryptosporidium y Giardia, dos tipos
de parasitos que pueden causar diarrea y otros sintomas gastrointestinales. Ademas, nitazoxanida
ha demostrado potencial actividad antiviral contra una variedad de virus, incluyendo el virus
respiratorio sincitial, parainfluenza, coronavirus, rotavirus, norovirus, hepatitis B, hepatitis C, dengue,
fiebre amarilla, el virus de la encefalitis japonesa y el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH).

En este subtema, se describiran con mas detalle las propiedades fisicoquimicas y farmacolégicas de
nitazoxanida, incluyendo sus mecanismos de accion, farmacocinética y efectos adversos.

2.1.1 Estructura quimica y caracteristicas de nitazoxanida
En este apartado podemos encontrar la estructura quimica (figura 2) y las caracteristicas
fisicoquimicas de nitazoxanida (tabla 3).
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Figura 2. Estructura quimica de nitazoxanida

Tabla 3. Caracteristicas de nitazoxanida

Nombre I[UPAC [2-[(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)
carbamoillfenilletanoato

Férmula quimica condensada C12HoN3OsS

Peso molecular 307.282 g/mol

Apariencia Polvo amarillo cristalino

Punto de fusion 202°C

Punto de ebullicion 394°C

pKa 8.34

Log P 1.634

Clase BCS v

Solubilidad acuosa predicha 7.55 x10% mg/mL*

Solubilidad en otros disolventes Etanol, metanol, acetonitrilo, Propanol,

Butanol, Acetato de etilo y N, N-
Dimetilformamida.

2.1.3 Farmacocinética de nitazoxanida
Nitazoxanida es un profarmaco el cual se administra cominmente por via oral, al entrar al organismo
atraviesa las siguientes etapas farmacocinéticas:

e Absorcion
Nitazoxanida es un profarmaco que se administra por via oral. Al ser una base débil con un pKa
de 8.3, se absorbe mejor en ambientes alcalinos, donde se presenta en su forma no ionizada
(liposoluble). Al pasar por el tracto gastrointestinal, nitazoxanida se absorbe en su mayoria en el
intestino delgado, especificamente en el ileon. Este lugar presenta un pH entre 7 y 8, lo que
favorece la absorcion de nitazoxanida. Ademas, el ileon cuenta con una superficie interna
cubierta por enterocitos que tienen una gran cantidad de microvellosidades que aumentan la
superficie de absorcion. Asimismo, el ileon posee una alta presencia de vasos sanguineos que
también facilitan la absorcion de farmacos.*®

¢ Distribucion
Nitazoxanida se encuentra en circulacion sanguinea principalmente como su metabolito activo,
tizoxanida. Tras la administracién oral de nitazoxanida, se observa una concentracion plasmatica
méaxima de tizoxanida de 2 mg/L entre 1 a 4 h y esta se une a las proteinas plasmaticas en un
99.9%.45

e Metabolismo
La reaccion metabolica inicial de nitazoxanida es su hidrélisis a tizoxanida por accién de las
esterasas plasmaticas, esta reaccion tiene lugar inmediatamente después de la absorcion del
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farmaco. Tizoxanida es a su vez transformado por metabolismo secundario a glucuronido de
tizoxanida en el higado. 45

e Excrecion
Tizoxanida se excreta a través de la orina, la bilis y las heces, mientras que el glucurénido de
tizoxanida se excreta Unicamente en orina y bilis. Aproximadamente 2/3 de la dosis oral de
nitazoxanida se excreta en las heces y 1/3 en la orina.*®

2.1.4 Farmacodinamia de nitazoxanida

Nitazoxanida ha sido estudiada como un farmaco multiterapéutico con propiedades como
antiparasitario, antibacteriano y antiviral. En la figura 3 se resumen los mecanismos de accién que
posee nitazoxanida.

Tipos de mecanismos de acccidén

Figura 3. Mecanismos de accion de nitazoxanida
Mecanismo de accion como antiparasitario (figura 4)

El mecanismo més ampliamente aceptado de nitzoxanida es la interrupcion del metabolismo
energético en microbios anaerobicos por inhibicién del ciclo piruvato, en especifico por la inhibicion
de la enzima Ferredoxina/Flavodoxina oxidorreductasa (PFOR). En los protozoos parasitos,
nitazoxanida también induce lesiones en las membranas celulares y despolariza la membrana
mitocondrial al tiempo que inhibe la quinona oxidorreductasa (NQOZ1), la nitrorreductasa-1 (NR1) y
las enzimas proteinas disulfuro isomerasa (PDI).

Ademas, este fa&rmaco también inhibe la glutation-S-transferasa (una enzima desintoxicante
importante) y modula el gen Avr-14, que codifica para la subunidad de tipo alfa del canal i6nico de
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cloruro controlado por glutamato presente en los nematodos?*®. En la figura 4, podemos observar una
representacién gréafica del mecanismo de accién de nitazoxanida en parasitos.
CH:OH
o
OH Glucosa
OH OH

57 NN NN Glucolisis

Nitazoxanida ™~

(]
O\C_c//o Piruvato
O// l \CH;

Hidrogenasa
L S
PFOR Fid Reductasas
~ o (NADPH)
nur{/kai f e’
Tizoxanida *
(o]
)J\ _coa Aceti-CoA

CH; S

Estearasas
plasmaticas

Figura 4. Mecanismo de accién como antiparasitario de nitazoxanida. Basado en Hoffman*’.

¢ Mecanismo de accién como antibacteriano

Inhibe la enzima piruvato deshidrogenasa en Escherichia coli, interrumpe el potencial de

membrana y la homeostasis del pH en Mycobacterium tuberculosis, suprime la via chaperona

de la bacteria gramnegativa y estimula la autofagia de macréfagos huésped en pacientes con

tuberculosis.*’
e Mecanismos de accion como antiviral en contra de los virus de la hepatitis By C

Virus de la hepatitis B (figura 5)
Durante una infeccién por el virus de la hepatitis B, la proteina viral HBx se une a la proteina humana
DDBL1, lo que favorece la transcripcion del genoma viral y la replicacién del virus. Este proceso
implica la formacién de un complejo proteico que recluta a otras proteinas, incluyendo CUL4A/B,
ROC1 y E2. Juntos, estas proteinas promueven la ubiquitinacion de SMC5/6, una proteina que
interviene en la regulacion de la replicacion viral. Una vez que SMC5/6 es ubiquitinada, se produce
la replicacion del virus y se sintetizan sus proteinas.
Nitazoxanida actla inhibiendo la unién entre HBx y DDB1, lo que interrumpe la formacion del
complejo proteico y, por tanto, la ubiquitinacion de SMC5/6. Esto reduce la replicacion viral y la
sintesis de proteinas virales, lo que disminuye la carga viral y previene la progresion de la infeccion
por el virus de la hepatitis B.
Virus de la hepatitis C (figura 7):

Nitazoxanida actla potenciando la actividad antiviral del interferén a, para llevar a cabo esta accion
primero activa la fosforilacién de una proteina quinasa dependiente del ARN de doble cadena (PKR),
una molécula inducida por los genes del interferdn tipo | en funcion de la respuesta autoinmune del
paciente a causa de la infeccién por VHC.
Una vez fosforilada la PKR, fosforila la serina en la posicion 51 (Ser51) de la subunidad a del factor
de iniciacién eucariético 2a (elF2a) el cual inhibe el intercambio de nucledtidos mediado por el factor
de intercambio de nucleétidos de guanina (elF2f3) 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.
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
inhibicién de la traduccién del ARN viral.
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Figura 5. Ciclo de vida de HBV y mecanismo de accién de nitazoxanida en contra del HBV. Adaptado de Zhao et al*® y Sekiba et al*.

12



MARCO TEORICO \‘
NaZ®

GAG “\ .
: EGFR /

LDLR

Transmision directa
célula a célula Lve ®
EGE EphA2 Particula
e [ | viral
X +
00

N

Citosol

Entrada/ Interaccion|
con el receptor

nsferencia de

Niclee Tra

CLDN1 - VHC 9
ofe ; ,,;Mf":’; '
OCLN A AN
—Ensamblaje a\"" SSTRLET
-de VHC g_—acosidasa
.......... n del Reticulo matico
Canaliculo
Biliar

Citosol
miR-1227
Acumulacion
«de ARN(+)

e (
Unidn Citosol Procesamiento NS3 NS5A % @
Esubcha v Replicacién
o del ARN
2 i NS3 NS4B
Traduccién y procesamiento H
de poliproteinas H Red membranocsa
Lumen del Reticulo Endoplasmaticol umen del Reticulo mati

Puntos de intervencién en el cicle de vida de VHC

@ La particula viral (anticuerpos neutralizantes, péptidos virocidas)
@ Entrada y receptor de interaccién (anticuerpos y meoleculas pequenas que se dirigen a receptores. inhibidores de quinasas)

@) Traduccion y precesamiento de peliproteinas(inhibidores de proteasas NS3-NS4A)
@ Replicacion del ARN (polimerasa NS5B, inhibidores de NS5A, antogonistas de miR-122, inhibidores de ciclofilina, estatinas, inhibidores de PI4Klllla)
(& Ensamblamiento y morfogenesis del virion (inhibidores de NSSA. inhibidores de DGAT1, inhibideres de glicosidasa. inhibididores de MTP)
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Figura 7. Mecanismo de accion de tizoxanida contra el virus de la hepatitis C.
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2.1.5 Indicaciones terapéuticas de nitazoxanida

Nitazoxanida es utilizada para tratar la diarrea causada por los protozoarios Giardia lamblia y
Cryptosporidium parvum. También esta indicado para el tratamiento de Amebiasis intestinal aguda
o disenteria amebiana causada por Entamoeba histolytica; ademas es un antihelmintico efectivo
contra nematodos, cestodos y trematodos (p. ej., Enterobius vermicularis, Ascaris lumbricoides y
Strongyloides stercoralis, Necator americanus, Ancylostoma duodenale, Trichuris trichiura, Taenia
saginata, Taenia solium, Hymenolepis nana, Fasciola hepatica, Isospora belli, Cryptosporidium
parvum).

2.2 Tizoxanida

Tizoxanida, metabolito activo de nitazoxanida, se obtiene naturalmente en el organismo después de
la absorcion de nitazoxanida, ya que esta es desacetilada por accion de las esterasas plasmaticas
al entrar en circulacion sistémica. Tizoxanida es la sustancia que genera la actividad farmacoldgica
antiparasitaria, antibiética y antiviral descrito en los tratamientos con nitazoxanida.

2.2.1 Estructura quimica y caracteristicas de tizoxanida
En este apartado podemos encontrar la estructura quimica (figura 8) y las caracteristicas
fisicoquimicas de tizoxanida (tabla 4).

N (@) OH
on—_ |
S

Irz

Figura 8. Estructura quimica de tizoxanida

2.2.2 Propiedades fisicoquimicas de tizoxanida

Tabla 4. Caracteristicas fisicoquimicas de tizoxanida

Nombre IUPAC 2-hidroxi-N-(5-nitrotiazol-2-il) benzamida
Férmula quimica condensada C10H7N304S

Peso molecular 265.25 g/mol

Apariencia Polvo blanco

Punto de fusion > 240 °C

pKa (predicho) 6.7 4%

2.2.3 Método de sintesis de tizoxanida

Tizoxanida puede obtenerse en el laboratorio a través de sus profarmacos, como nitazoxanida, por
medio de hidrélisis usando un medio acido (como &cido clorhidrico) para poder generar la
desacetilacién del profarmaco y producir tizoxanida como se muestra en la figura 9.
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Figura 9. Sintesis de tizoxanida a partir de nitazoxanida

2.3 Validacion de métodos cromatograficos

2.3.1 Definiciones

Las definiciones de los conceptos relevantes para validacion de un método analitico fueron extraidas
de la Guia de validacion de métodos analiticos del Colegio Nacional de Quimicos Farmacobidlogos.5!

e Validacion del método analitico
Proceso por el cual se demuestra, por estudios de laboratorios, que la capacidad del método
satisface los requisitos para la aplicacién analitica deseada

e Linealidad
Habilidad para asegurar que los resultados obtenidos directamente o por medio de una
transformacion matematica definida, son proporcionales a la concentracion del analito, dentro de
un intervalo determinado.

e Especificidad
Capacidad de un método analitico para obtener una respuesta debida Gnicamente al analito de
interés y no a otros componentes de la muestra.

e Precision
Grado de concordancia entre resultados analiticos individuales, cuando el procedimiento se
aplica repetidamente a diferentes porciones de una muestra homogénea del producto o de una
referencia.

e Precision intermedia
Precisién de un método analitica, expresada como la concordancia relativa obtenida entre
determinaciones independientes realizadas en un mismo laboratorio, por diferentes analistas, en
distintos dias.

e Exactitud
Concordancia entre un valor obtenido empleando el método y el valor de referencia.

e Robustez
Capacidad del método analitico de mantener su desempefio al presentarse variaciones
pequefas pero deliberadas en los parametros normales de operacion del método.

e Repetibilidad
Precision de un método analitico, expresada como la concordancia obtenida entre
determinaciones independientes realizadas por un solo analista, usando los mismos
instrumentos y método.
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e Reproducibilidad
Precision de un método analitico, expresada como la concordancia entre determinaciones
independientes realizadas por diferentes laboratorios.

e Limite de cuantificacion
Concentracion minima del analito que puede ser determinada con precision y exactitud
aceptables bajo las condiciones de operacion establecidas.

e Limite de deteccion
Concentracion minima del analito en una muestra, que puede ser detectad, pero no
necesariamente cuantificada, bajo las condiciones de operacién establecidas.

2.3.2 Parametros de desempefio segln el tipo de método analitico

En funcién de la aplicacién analitica de un método, es necesario cumplir con distintos parametros de
desempefio para poder garantizar la confiabilidad del método. A continuacion, en la Tabla 5, se
describiran los parametros de desempenfos que se deben cubrir dependiendo de tipo de método que
se est4 desarrollando en funcion de su aplicacién analitica.

Tabla 5. Parametros de desempefio segun el tipo de método analitico

ipo de método en funcién de su aplicacién analitica

Parametro de Contenido/Potencia/ Prueba de impurezas Identificacion
desempefio Valoracion Contenido/Valoracién = Limite
Precisién/Adecuabilidad Si Si No No
del sistema
Linealidad del sistema Si Si No No
Especificidad Si Si Si Si
Exactitud y Si Si No No
Repetibilidad
Precision del método o Si Si No No
Precision intermedia
Estabilidad analitica de * * No No
la muestra
Limite de deteccion No No Si No
Limite de cuantificacion No Si No No
Robustez * * * No
Tolerancia * * * No

*Puede ser requerido dependiendo de la naturaleza del método o del analito

En este proyecto de investigacion, se desarrollara y validard un método de cuantificacion por
Cromatografia Liquida de Alta Resolucién para la cuantificacion de tizoxanida, el cual tiene como
funcion analitica cuantificar el contenido(contenido/potencia/valoracion) de tizoxanida presente en
las muestras. El protocolo de validacion, lo podremos encontrar en la seccién 8.6 Desarrollo y
validacion del método de cuantificacién de tizoxanida.

2.4 Nanotecnologia farmacéutica

La Nanotecnologia es una ciencia multidisciplinar que est& dedicada al estudio, disefio, sintesis,
manipulacién, caracterizacion y aplicacién de materiales, aparatos y sistemas funcionales a través
del control de la materia a escala nanométrica. Esta ciencia multidisciplinar y sus productos pueden
tener aplicaciones en un sinfin de areas, como puede ser el area farmacéutica, el area textil, en la
electrénica, en la industria alimenticia, entre muchas otras. En el presente trabajo, el enfoque estara
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orientado en las aplicaciones de la nanotecnologia en el area farmacéutica, en especifico en
desarrollo de formulaciones farmacéuticas de nanoparticulas poliméricas.

2.4.1 Definicién de nanoparticula

Una nanoparticula es definida cominmente como todo aquel material que cuente con una 0 mas
dimensiones en el rango de 1 a 100 nm, sin embargo, se ha demostrado que cuando se manejan
materiales como polimeros o lipidos se pueden obtener las virtudes de las nanoparticulas en rangos
de tamafio de 100 a 500 nm. Un ejemplo de lo antes mencionado es el Myocet®, un medicamento
comercializado por Elan Pharmaceuticals® y aprobado en el afio 2000 por la FDA para el tratamiento
de cancer de mama metastasico.
Myocet® es una formulacién nanoliposomal que contiene doxorrubicina como agente
guimioterapéutico y presenta un tamafio de particula de 150 nm.52

2.4.2 Clasificacion de nanoparticulas
Las nanoparticulas mas comunmente utilizadas en el area farmacéutica pueden clasificarse segun
el componente principal:

e Nanoparticulas poliméricas:
Las Nanoparticulas Poliméricas son nanoestructuras las cuales son sintetizadas a partir de
polimeros, ya sean sintéticos (Policaprolactona, Poliacrilamida, Poliacrilato, etc.) o naturales
(Chitosan, Albumina, ADN, etc.) las cuales pueden ser cargadas con farmacos afines a la matriz
polimérica. Este tipo de nanoparticulas destaca en terapias de liberacién modificada, por
ejemplo, las nanoparticulas de PLGA-mPEG descritas por Avgoustakis®® para la liberacién
prolongada de cisplatino.

e Nanoparticulas liposomales
Una nanoparticula liposomal es un tipo de nanoparticula que se forma a partir de una bicapa de
lipidos que rodea y contiene una cavidad o nicleo. Estas nanoparticulas se utilizan comdnmente
como vehiculos de entrega para farmacos, ya que pueden proteger al farmaco durante su
transporte y liberarlo de manera controlada en el lugar deseado del cuerpo. Las nanoparticulas
liposomales también se han utilizado en aplicaciones de investigacién y diagnostico médico, ya
gue pueden ser modificadas para interactuar con ciertas células o tejidos 5.

¢ Nanoparticulas metalicas
Son aquellas nanoestructuras formadas por particulas de metales u 6xidos de metales los cuales
tienen al menos una dimensién en el rango de 1 a 100nm y poseen caracteristicas distintas a las
del metal en dimensiones macroscoépicas. Las nanoparticulas metalicas tienen la capacidad de
actuar como acarreadores que pueden contener en su superficie a los farmacos para
transportarlos. Un ejemplo de su uso como acarreadores son las nanoparticulas de oro cargadas
con paclitaxel para el tratamiento de cancer descritas por Wang®®.

e Nanoparticulas de silicio:
Las nanoparticulas de silice son un tipo de nanoestructuras que poseen ventajas Unicas como
acarreadoras, incluyendo una excelente biocompatibilidad, alta hidrofobicidad, gran estabilidad
sistémica y resistencia a los cambios de pH, asi como una gran multifuncionalidad. Se ha
descubierto que las nanoparticulas de silicio pueden ser utilizadas para el transporte de
farmacos, en imagenologia médica y para ingenieria de tejidos. Un ejemplo de su uso en el area
farmacéutica es el descrito por Poostforooshan®¢, que describe la preparacién y evaluacion de
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un sistema de nanoparticulas de silica mesoporosa para su uso como transportador de
quimioterapéuticos y antibidticos.

e Nanoparticulas de carbono

Las nanoparticulas de carbono son estructuras que poseen buena conductividad eléctrica,
conductividad térmica y propiedades mecanicas. Los nanomateriales basados en el carbono
incluyen los fullerenos, los nanotubos de carbono, el grafeno y sus derivados, el 6xido de
grafeno, los nanodiamantes y los puntos cudnticos basados en el carbono. Al existir gran
diversidad de nanopatrticulas de carbono, sus aplicaciones biomédicas son igualmente bastante
variadas, pero un ejemplo de sus aplicaciones es como acarreador para la liberacion de
farmacos, como en el caso de los nanotubos de carbono de pared simple conjugados con
paclitaxel descritos por Liu®?. Al poseer buenas propiedades de conductividad eléctrica, también
se ha investigado el uso de los nanotubos de carbono como biosensores, por ejemplo, Barone%8
describio la efectividad de un biosensor de nanotubos de carbono de pared simple como
biosensor NFIR.

- .
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polinnéricas liposomales metalicas de silicio carbono

Figura 10. Tipos de nanoparticulas de importancia en el &mbito farmacéutico. Adaptada de Mc Carthy®°.

2.4.3 Métodos para la elaboracion de nanoparticulas poliméricas

Existe una gran cantidad de métodos disponibles para poder sintetizar nanoparticulas, por lo cual,
comuinmente se les puede agrupar en dos ramas dependiendo de la estrategia de sintesis que se
siga, ya sea ascendente o descendente.

2.4.3.1 Estrategia descendente

Son todos aquellos métodos de sintesis de nanoparticulas que parten de materiales macroscépicos
y mediante métodos fisicos, quimicos o tecnoldgicos van disminuyendo el tamafio de los materiales
hasta transformarlos en nanomateriales. A continuacion, se describen varios ejemplos de su
elaboracion:

e Elaboracién de nanoparticulas por emulsién evaporacién de solvente

El método consiste en la formacion de una emulsion a partir de dos fases inmiscibles. Una fase
acuosa o contintia provista de un agente emulgente apropiado, mas una fase dispersa organica
gue contiene el principio activo y el polimero destinado a la formacion de la matriz. Una fuente
de energia permite formar pequefias gotas de la fase dispersa, generalmente se emplea una
sonda de ultrasonido. Una vez formada la emulsion, el solvente orgénico es evaporado, por lo
que debe ser suficientemente volatil. El polimero precipita atrapando al farmaco, lo que permite
la formacién de nanoparticulas.5°
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e Elaboracion de nanoparticulas por precipitacion

El método de elaboracion de nanoparticulas por precipitacion consiste en la formacion de
particulas por nucleacion, a partir de una solucion sobresaturada, la cual va a tener condiciones
controladas de temperatura, pH y tiempos de nucleacién para lograr formar el crecimiento de la
estructura cristalina hasta el tamafio deseado de las nanoparticulas. 6!

e Elaboracion de nanoparticulas por coprecipitacion

El método de elaboracién de nanoparticulas por coprecipitacién consiste en la disolucién de los
materiales que formaran las nanoparticulas (cominmente 6xidos metéalicos como el 6xido de
Zinc®, 6xido de hierro%, y oxido de cobre®4) para formar una solucién acuosa, la cual
posteriormente sera mezclada con un agente surfactante que iniciara la precipitacion.
Posteriormente, para poder separar las nanoparticulas del surfactante es necesario llevar a cabo
la separacién por evaporacion de solvente.

e Elaboracién de nanoparticulas por el método de difusién y emulsificacion.

Utiliza un solvente parcialmente soluble como acetona en el que se disuelven polimeros o
compuestos bioactivos, después, se emulsionan en una fase acuosa que contiene un
estabilizador que evita la agregacion de las gotas en la emulsion. Por Gltimo, se agrega agua a
la emulsion para que se disuelva el solvente y se precipitan las nanoparticulas®®

e Elaboracién de nanoparticulas por doble emulsién

La doble emulsién es una técnica novedosa en la que el fArmaco se disuelve en una solucion
acuosa y se emulsiona posteriormente en un lipido. La emulsién primaria se estabiliza mediante
la adicidn de un estabilizador que se dispersa en la fase acuosa que contiene un emulsionante
hidrofilico. La segunda emulsion es estabilizada por medio de un emulsionante lipofilico disuelto
en un solvente no polar (acetona, acetato de etilo, etc.) el cual posteriormente es extraido por
evaporacion. °

2.4.3.2 Estrategia ascendente

Son todos aquellos métodos de sintesis de nanoparticulas en los que para construir las
nanoparticulas se parte de atomos o0 moléculas y mediante métodos fisicos, quimicos, bioldgicos o
tecnoldgicos se generan hanomateriales.

e Elaboracién de nanoparticulas por sintesis biolégica

El método de elaboracién de nanoparticulas por sintesis biolégica es una técnica que permite
producir material nanoparticulado metdlico, esta basado en la reduccién del material mediante
enzimas como las reductasas. Pueden utilizarse una gran variedad de organismos modificados
genéticamente para llevar a cabo este tipo de sintesis, como por ejemplo bacterias (Klebsiella
pneumonia, Escherichia coli y Enterobacter cloacae), extractos de plantas (Medicago sativa) y
hongos (Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, entre otras). Dentro de este tipo de métodos,
generalmente se expone el cultivo o la planta a una soluciéon que contenga iones de material
metélico, y posteriormente, después de la reaccién de reduccién y el proceso de nucleacion, se
extraen las nanoparticulas del cultivo, ya sea de la biomasa o por el método que se considere
necesario segun la especie que se esté utilizando. %

e Elaboracién de nanoparticulas por sintesis de fluidos supercriticos
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El método de elaboracién de nanoparticulas por sintesis de fluidos supercriticos consiste en la
deposicion de metales u 6xidos metdlicos en distintas morfologias sobre soportes organicos o
inorganicos que son considerados fluidos supercriticos (p. ej.,, CO2). El uso de un fluido
supercritico que contiene una elevada superficie interna permite prevenir la agregacion y
oxidacién de las nanoparticulas, a fin de facilitar su formacién en su superficie. Las etapas
fundamentales para este tipo de método son, la disolucion del precursor metalico en el fluido
supercritico, seguido de la adsorcion del precursor sobre la fase supercritica y finalmente la
conversion del precursor al sustrato metalico, esto Ultimo normalmente se realiza usando un
agente reductor y cambios a una presidon reducida. %7

Elaboracion de nanoparticulas por deposicion quimica de vapor

Consiste en la descomposicién de uno o varios compuestos volatiles, en el interior de una
camara de vacio (reactor), en la superficie del sélido para dar lugar a la formacién de un
material en forma de capa delgada o de nanoparticulas.58

Elaboracion de nanoparticulas por condensacion de gas inerte

El método de elaboraciéon de nanoparticulas por condensacion de gas inerte consiste en la
evaporacion en fase gas de un material que se encuentra dentro de una atmosfera de gas inerte
(He, Xe, Ar, etc.). Mientras este proceso ocurre, las colisiones de las moléculas del material
evaporado con los atomos del gas inerte pierden energia cinética y se condensan en forma de
un polvo ultrafino (nanoparticulas).5®

2.4.4 Caracterizacién de las nanoparticulas

2.6.4.1 Caracterizacién morfoldgica

Tamafio de particula

La medicion del tamafio de particula por medio de difraccion de luz laser consiste en establecer
la distribucion del tamafio de las particulas mediante la estimacion de la variacion angular de la
intensidad de la luz dispersada cuando un rayo laser pasa por una muestra de particulas en un
liquido. Las particulas grandes dispersan la luz en angulos pequefios con respecto al rayo laser
y las particulas pequefias dispersan la luz en &ngulos grandes. Las distribuciones de tamafio de
las particulas se calculan comparando el patrén de dispersion de una muestra con un modelo
Optico apropiado. Tradicionalmente, se utilizan dos modelos diferentes: la aproximacion de
Fraunhofer y la teoria de Mie.”0.71

Dispersion de luz dinamica

Esta técnica nos permite determinar el tamafio de particula de las nanoestructuras que se
desean analizar. En esta técnica, la luz laser alcanza a las particulas que se encuentran en
suspension, dispersandose en todas las direcciones posibles, al generarse esta dispersion con
un patrén que puede ser analizado en el equipo siguiendo algun modelo geométrico, como la
esfera, se obtiene de manera indirecta informacion sobre el movimiento de las particulas, su
tamafio promedio y su indice de polidispersion.

Microscopia electrénica

Esta técnica consiste en acelerar los electrones a un rango de entre 100 KeV y 1 MeV,
posteriormente pasan a través de una muestra delgada por medio de una lente condensadora y
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finalmente los electrones llegan a los diversos detectores que contenga el equipo. Dependiendo
del equipo, la magnificacion puede ir desde 50X hasta 100X, ademas, algunos de estos equipos
permiten también obtener informacion sobre la difraccién de la muestra analizada.

Microscopia de fuerza atémica

Esta técnica mecanico-6ptica nos permite formar imagenes de las superficies de las muestras
analizadas utilizando una sonda que recorre a la muestra haciendo una exploracién linea por
linea, es decir, mientras que por medio de software se genera una imagen topografica 3D de la
muestra analizada.

2.6.4.2 Caracterizacion eléctrica

Potencial zeta

En esta técnica se obtiene una medida de la magnitud de repulsion o atraccion electrostéatica
entre las particulas. Las particulas al encontrarse en suspension sobre un medio especifico
generan una carga superficial, sobre esta superficie se encontrara el medio, que tiene una carga
contraria a la de la particula, potencial zeta sera entonces una medida de la diferencia entre
estas dos cargas, y nos permitira conocer el comportamiento y la estabilidad (resistencia a la
agregacion) de nuestras particulas.

2.6.4.3 Caracterizacién topogréfica

Difraccion de rayos X

Esta técnica es muy potente capaz de evaluar (identificar, cuantificar y/o estudiar) las fases
cristalinas presentes en cualquier tipo de material, ya sea natural o sintético, asi como de
determinar la estructura cristalina de los soélidos.

En esta técnica un haz colimado de rayos X incide en la muestra y es difractado por la estructura
cristalina de acuerdo con la ley de Bragg. Durante el proceso se va cambiando el angulo de
incidencia del haz de rayos X para poder obtener un perfil de difraccién que describa la estructura
cristalina de nuestro material. La difraccion de rayos X de polvo, a diferencia de la difraccién de
rayos X de monocristal, genera un perfil de difraccion que representa el comportamiento del
material en su totalidad

2.6.4.3 Caracterizacién espectroscopica

Espectroscopia UV-visible

Esta técnica espectroscopica se fundamenta en la interaccion entre la luz y la materia,
especificamente en la absorcidon de radiacion electromagnética en las regiones ultravioleta y
visible del espectro. Cuando una muestra absorbe luz en esta region, los electrones de los
enlaces quimicos experimentan transiciones electronicas a estados mas energéticos. Este
cambio en la energia se refleja en un espectro que representa la absorcién en funcion de la
longitud de onda. Esta técnica tiene aplicaciones cuantitativas ya que siguiendo la ley de Lambert
y Beer, se puede correlacionar el valor de absorbancia obtenido por una muestra con su
concentracion.

Espectroscopia infrarroja
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Esta técnica espectroscopica nos permite obtener informacion sobre los grupos funcionales de
la molécula que estamos analizando. El fundamento de esta técnica que utiliza radiacién en el
espectro infrarrojo es que, a ese mismo nivel de energia, se encuentran las vibraciones
moleculares, por lo que al realizar un barrido con longitudes de onda en el espectro se obtiene
informacion en forma de bandas en un espectro las cuales estan relacionadas con los grupos
funcionales.

2.6.4.5 Caracterizacién optica

e Microscopia de Transmision Electronica
En esta técnica, los electrones son transmitidos a través de una muestra ultradelgada, lo que
permite obtener detalles a una escala nanométrica. La interaccion de los electrones con la
muestra produce imagenes de alta resolucién que revelan detalles estructurales finos, como
organulos celulares, nanoparticulas y estructuras cristalinas.

e Espectroscopia Raman

Esta técnica espectroscépica se basa en la dispersion ineléstica de la luz que se produce cuando
la materia es irradiada por una fuente de luz. En esta técnica se mide la fraccion de luz que
después de interactuar con la muestra modifica su longitud de onda, a este fenémeno se le llama
efecto Raman. Es una técnica nos proporciona informacién sobre la estructura quimica, el
polimorfismo, la cristalinidad y la dinamica molecular del analito.

2.5 Polimeros de uso farmacéutico

Los polimeros son compuestos quimicos formados por cadenas de monémeros los cuales estan
unidos por enlaces covalentes. Los polimeros, tienen aplicaciones y propiedades muy variadas que
dependen del tamafo de su cadena y el monémero que las forme, pero en el ambito farmacéutico,
los polimeros normalmente se utilizan como excipientes en formulaciones de liberacién controlada,
en sistemas bioadhesivos y como estabilizantes.

El uso de polimeros en sistemas de liberacion permite la proteccion del principio activo, mejora la
estabilizacion fisica y quimica, e incluso puede incrementar la solubilidad de la formulacion, lo cual
se ve reflejado como un aumento de la biodisponibilidad del farmaco.

Los polimeros de uso farmacéutico deben ser biodegradables, para que, una vez finalizado su
propdsito, pueda ser degradado en subproductos naturales que el cuerpo pueda expulsar, y también
deben ser biocompatibles, es decir, que puedan llevar a cabo su accién en el organismo sin
desencadenar una respuesta inmunolégica en el organismo. 7

Entre los polimeros mas empleados en la fabricacion de nanoparticulas estan: acido polilactico
(PLA), acido poliglicdlico (PGA), colageno, polihidroxibutirato (PHB), policaprolactona (PCL),
polidioxanona (PDO), derivados de la quitina, quitosan, polietilenglicol (PEG), alcohol polivinilico
(PVA), copolimeros de poli (6xido de etileno) y polibutilentereftalato (PEO/PBT).”3

2.5.1 Policaprolactona

La policaprolactona (PCL) es un polimero semicristalino biodegradable y biocompatible que presenta
bajo punto de fusién (59 a 64°C) y una baja temperatura de transicion vitrea (-60°C), por esta razén,
en condiciones normales siempre se encuentra en estado gomoso. Esta naturaleza fisica contribuye
a una elevada permeabilidad a un gran nimero de principios activos, y confiere también una alta
resistencia y flexibilidad. Es térmicamente estable y compatible con otros polimeros. Es insoluble en
agua, medio en el cual colapsa pudiendo ser asi Util para atrapar entre sus cadenas a sustancias
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insolubles en disolventes acuosos. Es soluble en disolventes organicos como diclorometano,
benceno, cloroformo, &cido acético, acetona, acetonitrilo, tetrahidrofurano, entre otros. La PCL forma
parte de la familia de poliésteres alifaticos los cuales, debido a su reputacion como materiales
seguros y no téxicos, se usan como portadores en muchos tipos de sistemas de administraciéon de
uso humano y veterinario (implantes, inyectables, microcapsulas, microesferas, nanoparticulas entre
otros). Sus productos de biodegradacidn no son téxicos y este no es carcindgeno por ello cuenta con
la aprobacion de la FDA. 74-76

La policaprolactona tiene propiedades de degradacién lenta in vivo que lo hace un polimero
adecuado para el disefio de dispositivos para entrega de farmacos de liberacion prolongada, se
degrada facilmente por hidrolisis de sus enlaces éster. La velocidad de este proceso depende de los
aditivos, de la forma y del tamafio del dispositivo final. El principal producto de biodegradacion de
PCL es el acido 6-hidroxicaproéico que es removido por el metabolismo.”477

La degradacion de la PCL tiene lugar por la enzima gluconolactonasa que la cataboliza
transformandola en 6-hidroxihexanoato. Esta enzima se encuentra presente en distintos tipos de
bacterias como en Xanthomonas campestris (bacteria patégena de plantas) o Brucella melitensis
(bacteria patégena intracelular que produce la fiebre de Malta en humanos) formando parte de la via
de las Pentosas Fosfato. La ruta metabdlica continla con la formacion de semialdehido adipico,
adipato, y finalmente en CO:2 ya que van a ser eliminados por el organismo a través de la formacion
de productos de degradacion biocompatibles que se transforman en CO:2 y H2O por las vias
metabdlicas usuales. 7778

Figura 11. Estructura quimica de policaprolactona

2.6 Disefio de Experimentos

El disefio de experimentos es una técnica utilizada en investigacion cientifica y en otras areas para
evaluar el impacto de ciertas variables en un sistema o proceso. Consiste en establecer y controlar
de manera cuidadosa las condiciones del experimento, a fin de poder determinar con precisién la
relacion entre la variable independiente (la que se manipula) y la variable dependiente (la que se
mide). 7°

Un buen disefio experimental es esencial para obtener resultados precisos y confiables. A partir de
este, nos encargamos de eliminar todas las variables irrelevantes que puedan afectar el resultado
del experimento, y se toman las medidas adecuadas para controlar las variables relevantes.

El disefio de experimentos es una herramienta valiosa en el campo de la tecnologia farmacéutica
para mejorar la calidad de los productos y procesos, y reducir el tiempo y los costos de produccion.
El disefio de experimentos es una técnica sistematica que se utiliza para investigar la relacion entre
las variables y los resultados de un proceso. En la tecnologia farmacéutica, el disefio de
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experimentos se utiliza en la etapa de desarrollo farmacéutico, en la cual se investigan los factores
que afectan la calidad del producto y se optimizan las condiciones de fabricacion.

2.6.1 Disefios Factoriales

Existente distintos tipos de disefios experimentales, uno de los tipos mas comunes en el area
farmacéutica es el disefio factorial. Este tipo de disefio permite evaluar el efecto de dos o mas
variables independientes simultdneamente, lo que permite determinar la interaccion entre estas
variables. Por ejemplo, en el desarrollo de un nuevo medicamento, se puede utilizar un disefio
factorial para evaluar el efecto de diferentes dosis del medicamento y diferentes grupos de pacientes
al mismo tiempo.

El disefio factorial es especialmente (til cuando se quiere evaluar el efecto de multiples variables en
un proceso complejo, ya que permite determinar como cada variable afecta al resultado final.
Ademas, permite reducir el nUmero de experimentos necesarios para evaluar el efecto de cada
variable por separado poseer este conocimiento puede ahorrar tiempo y recursos. 8°

En los disefios de experimentos factoriales, se suele utilizar la notacion “N”k “para indicar el nimero
total de unidades experimentales o ensayos necesarios para completar un disefio factorial completo.
La letra “N” representa el numero de niveles posibles para cada factor, mientras que la letra “k”
representa el numero de factores en el disefio.

N* = ntimero de unidades experimentales
N = Numero de niveles
k = Cantidad de factores

Un ejemplo de esto es un disefio factorial completo de dos factores con dos niveles cada uno, se
necesitaran N~k = 2"2 = 4 unidades experimentales. Cada unidad experimental recibird un
tratamiento diferente, pues es una combinacién Unica de los niveles de los dos factores. A
continuacioén, se muestra una tabla en la cual podemos ver representada en forma de matriz un
disefio factorial 2”2. El nivel bajo se representa como -1, mientras que el nivel alto se representa
como +1. En la Tabla 6, podemos observar graficamente un ejemplo de disefio factorial 22.

Tabla 6. Ejemplo de disefio factorial 22

1 -1 -1
2 +1 -1
3 -1 +1
4 +1 +1

Una de las ventajas de los disefios factoriales, es la facilidad de su planteamiento, ya que nos
permiten escalarlo facilmente para evaluar multiples factores, por ejemplo, en un disefio factorial
completo de tres factores con dos niveles cada uno, se necesitaran N"k = 273 = 8 unidades
experimentales. Cada unidad experimental recibira uno de los ocho tratamientos Unicos, que son
combinaciones Unicas de los niveles de los tres factores. En la Tabla 7, podemos observar
graficamente un ejemplo de un disefio factorial 23.
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Tabla 7. Ejemplo de disefio factorial 23

Tratamiento Factor A Factor B Factor C
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1

En general, el nimero de unidades experimentales necesarias aumenta exponencialmente a medida
gue se agregan mas factores o niveles al disefio factorial. Por lo tanto, los disefios factoriales
completos pueden ser Utiles para examinar multiples factores y cémo interactlan entre si, pero
también pueden requerir una cantidad considerable de recursos para implementar y analizar. En
algunos casos, los disefios factoriales fraccionados o incompletos pueden ser una opcidon mas
eficiente.

Un disefio fraccionario es un tipo de disefio experimental en el que no se incluyen todas las
combinaciones posibles de los niveles de los factores. En cambio, se selecciona solo una fraccion
de estas combinaciones, lo que permite reducir el nUmero de ensayos necesarios para llevar a cabo
el experimento.

Por ejemplo, consideremos un disefio fraccionario 27(4-1) en el que se estan estudiando cuatro
factores (A, B, C y D) con dos niveles cada uno. En un disefio factorial 2*(4) se requeririan 16
unidades experimentales, sin embargo, en el el disefio fraccionario selecciona una fraccion de las
combinaciones posibles, en este caso, 27(4-1) = 2"3 = 8/2 = 4 combinaciones. La tabla 8 representa
este disefio seria la siguiente:

Tabla 8. Ejemplo de disefio factorial fraccionario 241

1 -1 -1 -1 +1
2 +1 -1 +1 -1
3 -1 +1 +1 -1
4 +1 +1 -1 +1

En este disefio, se seleccionaron solo cuatro tratamientos Unicos de los 16 posibles, que representan
el 25% de las combinaciones totales. Este disefio permite ahorrar tiempo y recursos al no incluir
todas las combinaciones posibles de los niveles de los factores, pero puede haber cierta pérdida de
informacion. Por lo tanto, es importante elegir cuidadosamente qué combinaciones incluir en el
disefio fraccionario para asegurarse de que se capturen los efectos mas importantes de los factores.

En el presente trabajo de investigacion se realiz6 un disefio de experimentos factorial 22 para
investigar el efecto que tienen la cantidad de Policaprolactona (PCL) y la cantidad de alcohol
polivinilico (PVA) sobre la formulacién de nanoparticulas cargadas con tizoxanida.
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3. ANTECEDENTES

3.1 Antecedentes sobre nitazoxanida

Nitazoxanida fue sintetizada originalmente por Jean-Francois Rossignol*® en el Instituto Pasteur en
1975. Los estudios que realizaron posteriormente Rossignol y Cavier en 1982 demostraron que la
molécula tenfa una gran efectividad como antihelmintico®l. Posteriormente, en conjunto con Romark
Laboratories ® se licencié la patente de nitazoxanida bajo el nombre de Alinia ® para el tratamiento
de Cryptosporidium en pacientes pediatricos menores a 12 meses dentro de los Estados Unidos.

Actualmente, nitazoxanida esté aprobada por varias entidades regulatorias, entre ellas la FDA, como
tratamiento efectivo contra la criptosporidiosis en pacientes pediatricos.

En el afio 2008, los investigadores Rossignol y Keefe & iniciaron estudios controlados utilizando
nitazoxanida sobre diversas lineas celulares (AVA5, Huh7.5, Vero cells, BHK-21, PBMC, MA104 y
HG23) en los cuales confirmaron la actividad antiviral de nitazoxanida sobre los virus de la hepatitis
C y B. Estos estudios se basaron en los informes previos del investigador Brent Korba??, quien habia
identificado mediante estudios in vitro que nitazoxanida tiene actividad antiviral contra el virus de la
hepatitis B y C. Desde entonces, se han realizado numerosos estudios clinicos y preclinicos que han
demostrado la eficacia de nitazoxanida en el tratamiento de diversas enfermedades virales,
incluyendo la hepatitis viral. Nitazoxanida ha demostrado ser segura y bien tolerada en estudios
clinicos, lo que la convierte en un candidato prometedor para el tratamiento de enfermedades virales
en humanos.

Actualmente, continlan las investigaciones que intentan probar la efectividad de nitazoxanida contra
otras enfermedades, entre las mas destacables se encuentran, la diarrea causada por astrovirus®,
el COVID-198y la hepatitis viral®?.

3.2 Antecedentes sobre nanotecnologia farmacéutica

El primer antecedente en el cual se menciona el planteamiento de la Nanotecnologia fue hecho por
Richard Feynman en 1959, cuando en medio de una conferencia, presento su idea de que, gracias
a los constantes avances en la tecnologia, se alcanzara un punto en el cual se fabricaran de
maquinas que nos permitieran manipular la materia a nivel atdbmico. Dicha conferencia, inicié una
fiebre en la cual cientificos de todo el mundo se adentraron en la investigacién de la fabricacion de
nanomateriales, descubriendo asi que los materiales a esa escala presentan diferentes propiedades
gue cuando se encuentran en macroescala.8

En 1974 Norio Taniguchi introdujo el termino nanotecnologia y lo defini6 como "El proceso de
separacion, consolidacién y deformacién de materiales por un &tomo o una molécula".8s

En 1981 Gerd Binning y Heinrinch Rohrer disefiaron el Scanning Tunnel Microscope (STM) el cual
permite ver la imagen de los 4tomos, hecho que influyé en el desarrollo de los fullerenos, cuyas
formas estables de carbono permiten crear nanotubos y nhanoesferas, elementos fundamentales para
la creacion de estructuras mas complejas.®*

En 1981 Eric Drexler, un alumno del MIT, propuso construir objetos mas grandes a partir de sus
componentes atomicos y moleculares, revoluciond la nanotecnologia introduciendo el termino
bottom-up (de abajo hacia arriba), para desarrollar los objetos a partir de un proceso de auto-
ensamblado, afianzando asi el termino de Nanotecnologia Molecular. 8
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En 1984, Donald A. Tomalia descubrié los dendrimeros, una nueva clase de polimeros ramificados
con una estructura en arbol altamente ramificada que se ramifica desde un nlcleo central. Tomalia
también definié el término "dendrimera”, que se refiere a cualquier molécula ramificada que presenta
una estructura de arbol con multiples niveles de ramificacién. Desde entonces, los dendrimeros se
han convertido en una herramienta Util para el disefio de farmacos y la entrega de medicamentos
debido a su capacidad para encapsular moléculas y liberarlas de manera controlada en el cuerpo.86

En 1990, Sigma Tau® lanz6 Adagen®, el primer medicamento en utilizar nanoparticulas poliméricas
de PEG en su formulacién. Adagen® se utilizo para tratar la deficiencia de adenosina desaminasa
(ADA), una enfermedad hereditaria que afecta al sistema inmunoldgico y que puede llevar a la muerte
prematura si no se trata adecuadamente. Las nanoparticulas poliméricas de PEG en Adagen®
permitieron que el medicamento se mantuviera en el cuerpo durante mas tiempo, lo que resulté en
una mayor eficacia del tratamiento y en la necesidad de administrar menos dosis del medicamento
en comparacion con los tratamientos convencionales.®”

En 1991, Sumio lijima descubrié los nanotubos de carbono, una forma Unica y sorprendente de
estructura de carbono en la que los &tomos de carbono estan dispuestos en una estructura tubular.
Los nanotubos de carbono son extremadamente resistentes y tienen propiedades eléctricas y
mecanicas Unicas que los hacen ideales para aplicaciones en la nanotecnologia, incluyendo la
entrega de farmacos y la creacién de biosensores.®8

En 1995, Doxil® se convirtié en la primera formulacién de nanoparticulas liposomales aprobada por
la FDA. Doxil® es un medicamento utilizado en el tratamiento del cancer de ovario y del cancer de
mama metastasico, y utiliza una formulacion de liposomas para entregar el farmaco doxorrubicina
de manera mas eficiente y con menos efectos secundarios. Los liposomas son pequefas vesiculas
que se componen de una bicapa lipidica y que pueden encapsular farmacos hidréfobos en su interior.
Al entregar el farmaco a través de liposomas, se pueden evitar los efectos secundarios toxicos que
se observan con la administracion de doxorrubicina por si sola. Su aprobacion por la FDA marcé un
hito importante en la historia de la nanotecnologia en el campo de la medicina.8®

En 1999, Eisai Inc. ® lanz6 Ontak®, que fue la primera nanoparticula proteica combinada con un
farmaco en el mercado. Ontak® es un medicamento utilizado en el tratamiento del linfoma de células
T, y estd compuesto por una proteina que se une especificamente a las células cancerosas y una
toxina derivada de la difteria que las destruye. La proteina se encuentra unida a la toxina mediante
un enlace peptidico estable, lo que permite que la toxina se dirija especificamente a las células
cancerosas sin dafiar las células sanas circundantes. %

En el afio 2000, la FDA aprob6é el primer producto basado en la tecnologia de nanocristales liquidos,
Rapamune®. Este medicamento es utilizado para prevenir el rechazo de 6rganos trasplantados en
pacientes adultos. Esta tecnologia se basa en la formacién de nanocristales de un farmaco insoluble
en agua en un vehiculo liquido apropiado. Los nanocristales de Rapamune® son pequefias
particulas sélidas que se dispersan uniformemente en un liquido para crear una suspensién
homogénea. Esto aumenta la superficie de contacto entre el farmaco y el liquido, lo que aumenta la
velocidad de disolucion y, por lo tanto, la eficacia del medicamento. La tecnologia de nanocristales
liquidos ha permitido la formulacién de muchos farmacos insolubles en agua, lo que ha mejorado su
biodisponibilidad y eficacia terapéutica.®*

En 2003, Stryker® lanz6 al mercado Vitoss®, un producto de nanoparticulas de fosfato de calcio con
capacidades biomiméticas. Este medicamento es utilizado en la regeneracién 6sea y se compone
de pequefias particulas de fosfato de calcio que se adhieren a la superficie del hueso dafiado,
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imitando la estructura del hueso natural. La alta superficie especifica de las nanoparticulas permite
la rapida formacion de un andamio de calcio, que luego se mineraliza para formar hueso nuevo.
Vitoss® se ha utilizado con éxito en la regeneracién ésea en diversas areas del cuerpo, incluyendo
la columna vertebral y las extremidades, y ha mejorado significativamente la tasa de éxito en los
procedimientos de regeneracion 6sea.%?

En el aflo 2005, Bioscience® lanzé al mercado Abraxane®, un medicamento a base de
nanoparticulas liposomales que contiene paclitaxel, un potente agente quimioterapéutico utilizado
para tratar diversos tipos de cancer. Abraxane® es una formulacion innovadora en la que el paclitaxel
se une a nanoparticulas lipidicas, mejorando su biodisponibilidad y permitiendo su administracion
sin la necesidad de un solvente toxico. Ademas, las nanoparticulas en Abraxane® se dirigen
especificamente a las células cancerosas, reduciendo la toxicidad en las células sanas.®®

En 2009, AMAG Pharmaceuticals® lanz6 Feridex®, un agente de contraste utilizado en imagenes
de resonancia magnética (MRI) que se basa en nanoparticulas de diéxido de hierro con dextrano.
Feridex® se utiliza para mejorar la visualizaciobn de ciertas estructuras corporales durante la
realizacion de una MRI y permite a los médicos detectar enfermedades y lesiones con mayor
precisién. El uso de nanoparticulas de dioxido de hierro en Feridex® permite una mayor sensibilidad
y especificidad en la imagen de MRI en comparacion con otros agentes de contraste utilizados
anteriormente.®

En 2010, MagForce® lanz6 al mercado Nanotherm®, un sistema de terapia basado en
nanoparticulas de diéxido de hierro que utiliza campos magnéticos para tratar el cancer de préstata.
Las nanoparticulas se inyectan directamente en el tumor y, a continuacién, se calientan mediante un
campo magnético externo, lo que resulta en la destruccion selectiva de las células cancerosas.%

Los hechos antes mencionados, sentaron las bases de la nanotecnologia farmacéutica, y en afios
préximos una gran cantidad de empresas empezaron a desarrollar productos que aplicaban las
tecnologias que se iban desarrollando. En la linea de tiempo que se muestra a continuacion (figura
12), se muestran cronol6gicamente algunos de los eventos mas relevantes en la historia de la
nanotecnologia farmacéutica:
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Figura 12. Linea de tiempo de la historia de la nanotecnologia farmacéutica.
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4. JUSTIFICACION

Las enfermedades hepaticas, como el carcinoma hepatocelular y la hepatitis, se han vuelto un
problema de salud publica para la poblacién mexicana llegando a ser una de las principales causas
de muerte, por lo que se considera una prioridad la investigacion farmacéutica que pueda contribuir
al desarrollo de nuevas terapias que puedan tratar y/o curar enfermedades hepaticas. Unas de las
multiples enfermedades hepéaticas de relevancia son la hepatitis viral de tipo B y C, las cuales
actualmente ya cuentan con esquemas de tratamiento aprobados en el sector salud para su uso en
el tratamiento de estas enfermedades, sin embargo, se ha identificado que existen cepas de VHB y
VHC resistentes a las terapias mas cominmente utilizadas, esto debido al uso crénico. Dicha
resistencia a la terapia genera una menor eficacia del tratamiento en pacientes crénicos, por lo que
se ha optado por generar terapias conjuntas, en las cuales se administren dos o mas antivirales para
mantener la eficacia, sin embargo, considerando que el uso continuo de estas terapias puede llegar
a causar resistencia, se vuelve imprescindible la investigacién y el desarrollo de nuevos
medicamentos antivirales con accién en contra de VHB y VHC.

Nitazoxanida, un farmaco que actualmente es utilizado como antiparasitario, ha demostrado
efectividad como antiviral en contra de VHB y VHC %7, y actualmente ya se han publicado estudios
clinicos®:° que demuestran que es un medicamento efectivo y seguro para su uso como antiviral en
el tratamiento de la hepatitis viral. Sin embargo, nitazoxanida es un farmaco con una pobre
solubilidad acuosa (7x10-3mg/mL) por lo cual para poder lograr su accion farmacoldgica es necesario
administrar grandes dosis de farmaco, sin embargo, este problema puede ser resuelto mediante
tecnologia farmacéutica usando alguna técnica para mejorar la solubilidad como pueden ser la
formacién de sales, la sintesis de cocristales o la formulaciéon en nanoparticulas. En el presente
trabajo se propone una formulacion de Nanoparticulas poliméricas la cual tiene por objetivo mejorar
la solubilidad acuosa de nitazoxanida para asi lograr el efecto terapéutico con una menor dosis.

5. PROPOSITO

Se llevara a cabo el desarrollo de una formulacién de nanoparticulas poliméricas de policaprolactona
por el método de emulsion usando alcohol polivinilico como estabilizante, la formulacion estara
cargada con tizoxanida. Ademas, las nanoparticulas poliméricas preparadas serdn caracterizadas
en su estructura quimica (IR, UV-vis, RMN), estructura cristalografica (DRX), y de la nanoestructura
(potencial zeta, indice de polidispersion, tamafio de particula). Se desarrollara y validaran métodos
de cuantificacion de nitazoxanida y tizoxanida por CLAR/UV-vis, para posteriormente utilizarlos para
evaluar la capacidad de carga, eficiencia de encapsulacion y la liberacion del farmaco.

6. HIPOTESIS

Las nanoparticulas poliméricas cargadas con tizoxanida desarrolladas tendran una mejoria en la
solubilidad acuosa con respecto a la observada en formulaciones convencionales.
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7. OBJETIVOS

7.1 Objetivos generales

e Desarrollar y caracterizar una formulacion farmacéutica de nanoparticulas poliméricas de
policaprolactona cargadas con tizoxanida que tengan liberaciébn mejorada con respecto al
farmaco.

7.2 Objetivos especificos

Desarrollar un método para la sintesis de tizoxanida.
Desarrollar un método de obtencién de nanoparticulas poliméricas de policaprolactona
cargadas con tizoxanida.

e Caracterizar y evaluar las nanoparticulas poliméricas de policaprolactona cargadas con
tizoxanida.

e Determinar la cinética de liberacion de las nanoparticulas poliméricas de policaprolactona
cargadas con tizoxanida

8. MATERIALES Y METODOLOGIA

Tabla 9. Materiales

Material Marca Numero de lote
Nitazoxanida (Paramix®) = Liomont® C06030

8.1 Materiales

Policaprolactona Sigma-Aldrich® MKB4985V
Alcohol polivinilico Sigma-Aldrich® 039K0147
Manitol BASF® 99880516K0
Fosfato monosédico Fermont® 359421
Metanol CLAR Fermont® 012564
Acetato de etilo Fermont ® 032452
Acido clorhidrico Meyer® C0113014
Acido fosférico Meyer® C0113009
Agua tridestilada JTBAKER E34W03
Dimetilsulfoxido Fermont® 471283

8.2 Equipos, instrumentos y software

Tabla 10. Equipos e instrumentos

Material Marca Modelo Numero de serie
Balanza analitica OHAUS® PA214 B316236347
Parrila de agitaciéon Labline® 1262 0301-3072
multiple
Rotaevaporador Biichi® R-200 0400026081
Bafio de calentamiento Bichi® B-490 0400028917
para rotaevaporador
Bomba de vacio Blchi® V-100 1000197032
Controlador Hitachi® 54664
Detector UV-vis Hitachi® L-2400 54806
Horno para columna Hitachi® L-2300 54662
Automuestreador Hitachi® L-2200 55648
Bomba Hitachi® L-2130 54663
Ultraturrax IKA® T18 D S1 03498810
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Ultracentrifuga Beckman-

Coulter®
Centrifuga Minispin Eppendorf® 5452 5452CK171336
Zetasizer Malvern® Nano ZS NS581264
Potenciometro OAKLON® | pH 700 2260978

Espectrofotometro UV Shimadzu® | UV-1700 A11024136160CS

Tabla 11. Software

| Software ___ Version
Excel 365 2304
Origin Pro-9.0 90E
MestreNova 14 14.2.0-26256
ThermoScientific OMNIC 8.2.0.387
Universal Analysis 2000 4.2E

Statgraphics Centurion XVI 16.1.18

8.3 Obtencién de nitazoxaniday tizoxanida

8.3.1 Obtencidon de nitazoxanida

La nitazoxanida utilizada en este trabajo fue obtenida a partir de una formulacién comercial Paramix®
de Liomont®. Se trituraron las tabletas comerciales hasta obtener un polvo fino, el cual se diluy6 en
100 mL de acetato de etilo y se dejo en agitacién constante durante 24 h. Posteriormente se filtré
con papel filtro la solucién y se deposité en un matraz bola. Esta solucién se evaporé a baja presion
a 40°C con el fin de extraer el acetato de etilo presente en el matraz y finalmente obtener el sdlido.
Este proceso se repitié por tres dias para obtener la mayor cantidad posible de nitazoxanida de las
tabletas.

8.3.2 Sintesis de tizoxanida

Para obtener el producto de degradacion, tizoxanida, se llevé a cabo primero una revisién
bibliografica para conocer los posibles métodos que se podian utilizar para la reaccién de
degradacion por hidrolisis acida, asi como las posibles variables que existian en los métodos para
optimizar el proceso. De esta investigacion se encontré un método de sintesis de tizoxanida
propuesto por J. F. Rossignol®?, en el cual se propone que para obtener tizoxanida se debe hacer
una suspensién con 100 g de nitazoxanida en 500 mL de acido clorhidrico concentrado (37% m/v) a
50°C por 24 h con agitacion constante. La suspension resultante debera dejarse enfriar hasta
alcanzar la temperatura ambiente, posteriormente se filtrara la soluciéon con papel filtro y se haran
lavados con agua destilada para extraer cualquier resto de acido clorhidrico. Se debe secar el polvo
a temperatura ambiente y una vez seco, se debe extraer el polvo y almacenar adecuadamente en
un vial debidamente etiquetado. En el presente proyecto, se hizo una modificacion de la metodologia
propuesta por Rossignol®”, para la preparacién de un lote de tizoxanida, se pesaron 0.30 g de
nitazoxanida, los cuales se colocaron en suspensién con 1.8 mL de acido clorhidrico concentrado
(38% m/v) a temperatura ambiente por 72 horas con agitacién constante, posteriormente se lavé y
filtro la solucion resultante, para finalmente dejar secar el sélido y almacenar el producto resultante.
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Se tomaron 100 mL de agua tridestilada y se colocaron en un matraz volumétrico de 200 mL,
posteriormente se tomaron 0.68 mL de &cido fosférico concentrado 85%, se afadieron al
volumen de agua y se agito la solucidn para homogeneizarla. Finalmente se llevé a volumen de
aforo con agua tridestilada.

Solucion amortiguadora de fosfatos pH 6.8 (0.05 M)

Para preparar 500 mL de soluciéon amortiguadora de fosfatos pH 6.8, se pesaron 3.45 g de fosfato
monosaodico (NaH2POa), se colocaron en un vaso de precipitados de 500 mL, se les afiadié 450
mL de agua tridestilada, se ajusté el pH a 6.8 con NaOH 1 M y la ayuda de un potenciometro.
Una vez ajustado el pH, se vertié la solucion amortiguadora en un matraz volumétrico de 500 mL
y se complet6 el volumen con agua tridestilada. Ademas, se verifico el pH de la solucién después
de completar el aforo.

Solucién stock de tizoxanida (1000 pg/mL)

Se tomo un peso equivalente a 10 mg de tizoxanida, posterior a ello se disolvié con 3 mL de
DMSO en un matraz volumétrico de 10 mL, se agité vigorosamente con ayuda de un Vortex y se
afor6 con metanol de grado analitico hasta alcanzar un volumen de 10 mL.

Solucién de trabajo de tizoxanida (100 pg/mL)

Se tom6 una alicuota de 1 mL de solucion stock de tizoxanida con una micropipeta y se colocé
en un matraz volumétrico de 10 mL. Se afiadieron 5 mL de metanol de grado analitico y se agito
vigorosamente con ayuda de un vortex, posteriormente se llevo a volumen de aforo con metanol
de grado analitico.

Curva de cuantificacion de tizoxanida

Se preparo una curva de cuantificacion de tizoxanida a partir de la solucion de trabajo de

tizoxanida (100 pg/mL) utilizando la metodologia descrita en la tabla 12.

Tabla 12. Metodologia para la curva de cuantificacion de tizoxanida

Puntos de la

I Concentracién Volumen de alicuota Volumen de Volumen final
T (ng/mL) (mL) metanol (uL) (mL)
1 0.5 50 uL de solucién 6 1950 pL 2mL
2 1 100 pL de solucién 6 1900 pL 2mL
3 5 500 pL de solucion 6 1500 pL 2mL
4 10 1000 pL de solucion 6 1000 pL 2mL
5 15 1500 pL de solucion 6 500 pL 2mL
6 20 2000 pL de solucién de 8000 pL 10 mL

trabajo de tizoxanida
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8.5 Estudios de preformulacién

8.5.1 Espectroscopia UV-visible.

Se utilizé un espectrofotometro UV-visible para obtener los espectros de absorcion UV-visible de
nitazoxanida y tizoxanida en un rango de 200-600 nm. Se prepararon curvas de cuantificacion de
nitazoxanida y tizoxanida siguiendo la metodologia descrita en el subtema 8.4 en la seccién “Curva
de cuantificaciéon”, finalmente se leyeron las muestras en el espectrofotometro.

8.5.2 Espectroscopia Infrarroja

Se tomaron muestras de 10 mg de las materias primas (nitazoxanida, tizoxanida, policaprolactona,
alcohol polivinilico y manitol), las cuales se colocaron sobre el sensor de diamante ATR, y se hicieron
16 escaneos de cada muestra, en un intervalo entre 4000 a 500 cm™.

8.5.3 Resonancia Magnética Nuclear de protén

La identificacion de nitazoxanida y tizoxanida fue llevada a cabo mediante Resonancia Magnética
Nuclear de proton. Se tom6 una muestra de 10 mg del polvo de la muestra, la cual se solubilizo en
DMSO deuterado y se analiz6 con un equipo Bruker AVANCE Il HD (500MHz) en el Centro de
Investigaciones Quimicas de la Universidad Autbnoma del Estado de Morelos.

8.5.4 Difraccién de rayos X de polvos

Se prepararon muestras de 60 mg de la formulacién optimizada y de las materias primas. Para cada
mediciéon se colocé la muestra en la platina del difractémetro rayos X para polvos con condiciones
de escanear la muestra de 5 a 45° (206) durante 20 minutos. Las mediciones se realizaron a
temperatura ambiente.

8.5.5 Calorimetria diferencial de barrido

Se emplearon crisoles de aluminio con sus respectivas tapas, los cuales fueron previamente pesados
y ajustados. Aproximadamente 3 mg de la formulacién optimizada o de las materias primas se
colocaron con precision en cada crisol. Posteriormente, los crisoles se sellaron junto con las tapas
utilizando una prensa especializada.

Para establecer una referencia, se incluyé un crisol de aluminio calibrado en el equipo. Durante el
analisis, las muestras se sometieron a un aumento de temperatura programado de 20°C/min, dentro
de un rango de 30 a 400 °C. Ademas, se aplicé un flujo constante de nitrégeno a una velocidad de
50 mL/min.

8.6 Desarrollo y validacion del método de cuantificacion de tizoxanida

8.6.1 Método cromatografico

En el presente proyecto se decidié desarrollar y validar un método de cuantificacién de tizoxanida
basado en el uso de la Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (CLAR) con un detector UV-visible.
En la Tabla 13 se describen las condiciones cromatogréaficas del método.
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Tabla 13. Condiciones cromatograficas del método de cuantificacién

el el e n @bl gl Waters XBridge C18 (2.5 um x 4.6 mm x 75 mm)

Fase movil Metanol: H3PO4 0.05M
75:25
Volumen de inyeccion 25 uL
Flujo 0.8 mL/min
Longitud de onda 347 nm
Rango de cuantificacion 0.5-20 pg/mL

Temperatura 25°C
Tiempo de corrida 5 min

El método analitico fue validado conforme al protocolo establecido en el laboratorio y siguiendo las
recomendaciones establecidas por la Guia de Validacion de Métodos Analiticos editada por el
Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Biélogos®. La formay los criterios de evaluacion para
cada parametro de la validacion se encuentran brevemente descritos en la tabla 14.

Tabla 14. Parametros de validacion del método de cuantificacion de tizoxanida por CLAR

Parametro de validaciéon Forma de evaluaciéon Criterios de evaluacién

Linealidad Tres curvas con seis puntos de R >0.99
concentracion, sin incluir el punto = R?20.98
cero.
Adecuabilidad Inyectar por quintuplicado la CV% <2%
solucion de adecuabilidad Reportar:
Factor de capacidad (K’)
Precision Tres niveles de concentraciéon, CV% < 2%
seis repeticiones por cada nivel.
Exactitud Se utilizan los datos de la prueba = % Recobro = 100 + 2%

Especificidad

de precision
Colocar cromatogramas de las
posibles sustancias interferentes

CV% < 2%
No debe haber interferencia con el
analito

En las siguientes secciones se describe explicitamente la metodologia empleada para evaluar cada
parametro de la validacion del sistema de cuantificacién de tizoxanida.

8.6.2 Linealidad del método

Para la evaluacion de la linealidad del método se prepararon curvas de cuantificacion por triplicado
por dos dias, con seis niveles de concentracion cada una, siguiendo la metodologia descrita en el
subtema 8.4 Preparacion de soluciones en la subseccion “Curva de cuantificacion de tizoxanida”.
Posteriormente se analizaron las curvas siguiendo el método de cuantificacién descrito en el punto
8.6.1 Método cromatogréafico. Los datos obtenidos se analizaron en el software Microsoft Excel,
determinando la ordenada al origen (b), la pendiente(m), el coeficiente de correlacion (r) y coeficiente

de determinacion (r2).
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8.6.3 Adecuabilidad del método

Para la evaluacion de la adecuabilidad del método a partir de la solucién de trabajo de tizoxanida
(TZX 100 pg/mL) se prepararon 2 mL de una solucidn de adecuabilidad (TZX 10 pg/mL), la cual se
inyecto 5 veces. De estas mediciones, se extrajeron los datos de &rea, con los cuales se determind
el promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacién. Ademas, se reporté el tiempo muerto,

tiempo de retencidn y factor de capacidad de cada medicion.

8.6.4 Precision del método

Para la evaluacién de la precision del método, se prepararon tres niveles de concentracién (nivel
bajo, medio y alto) con cinco replicas por cada nivel durante dos dias diferentes. Para preparar los
tres niveles de concentracion, se partio de la solucién de trabajo de tizoxanida (100 pg/mL) y se
prepararon los tres niveles de concentracion siguiendo las indicaciones que se encuentran en la tabla
15. Se obtuvieron los datos de altura y area de los picos cromatograficos, los cuales se analizaron

con el software Microsoft Excel para determinar la desviacion estandar y el coeficiente de variacién.

Tabla 15. Preparacion de nivel bajo, medio y alto para precisién y exactitud del método

Nivel de Concentracion Volumen de alicuota Volumen de Volumen final
concentracion (ng/mL) tomado de la aforo con (mL)

solucion de trabajo metanol (mL)
de TZX a 100 pg/mL

(mL)
Bajo 3.5 0.42 11.58 12
Medio 12 1.44 10.56 12
Alto 175 2.1 9.9 12

8.6.5 Exactitud del método
Para evaluar la exactitud del método, se tomaron los datos de la prueba de precisién del método, los
cuales se interpolaron con una curva de cuantificacion, para calcular la concentraciéon recuperada.
Posteriormente se calcul6 el porcentaje de recobro usando la siguiente ecuacion:

Concentracion recuperada

% de Recobro= — — x 100
Concentracion tedrica

8.6.6 Especificidad

Se analizaron las posibles sustancias interferentes, las cuales son, la nitazoxanida, la
policaprolactona, el alcohol polivinilico, el manitol y el metanol. Y se compararon los cromatogramas
obtenidos por cada una de estas sustancias con el obtenido al analizar tizoxanida, para demostrar
gue la sefial obtenida por el método al analizar tizoxanida se debe Gnicamente al analito.

8.7 Formulacion de nanoparticulas poliméricas
El proceso de formulacién de nanoparticulas poliméricas se llevé a cabo por medio del método de

emulsion y evaporacién de solvente. Para iniciar, se peso la cantidad de policaprolactona y tizoxanida
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necesaria segun la formulacién a realizar de acuerdo con los niveles de cada factor en el disefio
experimental y fue disuelto en 6 mL de acetato de etilo (Solucion A). Después se peso la cantidad
requerida de estabilizador (alcohol polivinilico) para cada experimento y se disolvié en 9 mL de agua
tridestilada (solucion B). Se mantuvo en calentamiento a 40°C y agitacién constante a ambas
soluciones durante 10 minutos hasta observar que ambas soluciones fueras homogéneas.

En la siguiente fase del proceso, se llevé a cabo la emulsificacién, para lo cual se mezclé la fase
organica y la fase acuosa dentro de un vial de 20 mL y se agito con un homogeneizador Ultraturrax
a 12000 rpm durante 10 minutos. Al finalizar la homogeneizacién, se transfirié la muestra a un
matraz, se agregaron 16 mL de agua destilada a la emulsion final y se evaporé el disolvente a 40°C
y baja presién para retirar el acetato de etilo presente en el matraz. Se tom6 una muestra de 1 mL
para de la solucion para medir el tamafio de particula y potencial zeta. Se centrifug6 la solucion a
12000 rpm, durante hora y media, y se separé el sobrenadante del pellet. Se tom6 una alicuota de 1
mL de sobrenadante para posteriormente medir la eficiencia de encapsulacién del método.

El pellet se prepar6 para su liofilizacion, para lo cual se colocé en un tubo Eppendorf de 2 mL, se le
afiadié 1 mL se agua tridestilada y 10 mg de manitol, se homogeneizo la muestra con agitacion
vigorosa y se congelo utilizando diéxido de carbono solido (hielo seco), se mantuvo la muestra
congelada hasta su liofilizacion. Finalmente, las muestras liofilizadas se almacenaron en tubos
Eppendorf de 2 mL debidamente etiquetados hasta su evaluacion.

8.7.1 Disefio experimental

Se propuso realizar un disefio experimental 22 para optimizar la formulacién de nanoparticulas
poliméricas cargadas con tizoxanida, descubriendo cuales son los niveles adecuados de cada factor
(Xn) para obtener las mejores variables de respuesta (Yn). En este disefio experimental el objetivo es
la obtencién de nanoparticulas poliméricas con la talla mas pequefia posible, el mayor potencial Z y
la mejor EE%. A continuacion, en la Tabla 16 se muestran los factores, niveles y respuestas
consideradas en este disefio experimental.

Tabla 16. Factores, niveles y respuestas del disefio

experimental

Factores (k) Niveles
Bajo Alto
X1 PCL (mg) 30 60
X2 PVA mg) 40 180
Respuestas evaluadas

Y1 Tamafio de particula (nm)
Y2 Potencial zeta (mV)
Y3 Eficiencia de encapsulacion (%)
Y4 Capacidad de carga (%)

En la Tabla 17se muestra la matriz del disefio experimental con los valores utilizados de cada factor
para cada unidad experimental.
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Formulacion PCL (mg) PVA (mg)
F1 30 60
F2 40 60
F3 30 180
F4 40 180

En la Tabla 18, se resumen las etapas de la metodologia para realizar el disefio experimental.

Tabla 18. Metodologia para realizar el disefio experimental

Formulacion  Factores (k) TZX  Volumen de Volumen de Volumen de Tiempo de Velocidad
(mQ) fase fase acuosa aforo con agua emulsion Ultraturrax

PCL PVA organica (mL) destilada post- (min) (rpm)

(mg) (mg) (mL) emulsiéon (mL)

F1 30 60 10 6 9 16 10 12000

F2 40 60 10 6 9 16 10 12000

F3 30 180 10 6 9 16 10 12000

F4 40 180 10 6 9 16 10 12000

8.8 Caracterizacion de las nanoparticulas poliméricas

En las siguientes secciones se describen las metodologias utilizadas para medir las respuestas
consideradas en el disefio experimental.

8.8.1 Tamafio de particula por dispersion de luz dinamica

Para la determinacion del tamafio de particula, de la muestra de 1 mL de la nanosuspension previa
a la centrifugacion, se tomé una muestra de 100 uL y se afiadié 1 mL de agua tridestilada, la cual se
transfirié a una celda poliestireno con tapa para su uso en el Zetasizer Nano ZS90. Las condiciones
del método fueron: angulo de 90°, temperatura de 25°C y agua como medio dispersante. Se
realizaron 3 determinaciones por dispersion de luz dinamica (de 11 lecturas cada una) para cada
muestra y un tiempo de equilibro de 120 s a una temperatura de 25°C.

8.8.2 Determinacién de potencial zeta

Para la determinacién del potencial zeta, de la muestra de 1 mL de la nanosuspension previa a la
centrifugacién, se tomé una muestra de 100 L y se afiadié 1 mL de agua tridestilada, se coloc6 la
cantidad suficiente de la suspensién de NPs en una celda especial para determinacién del potencial
Z (celda DTS1070) para cada muestra, estas se leyeron en el equipo Zetasizer nano ZS90, con 3
determinaciones (11 lecturas para cada una) y un tiempo de equilibrio de 120 s.

8.8.3 Espectroscopia Infrarroja

Se tomaron 10 mg de muestra de la formulacion optimizada para realizar un analisis por
espectroscopia infrarroja. La muestra se colocd sobre un cristal ATR en un espectrémetro de
infrarrojo, con las condiciones de escanear la muestra de 4000-500 cm-t.

8.8.4 Difraccion de Rayos X de Polvos

Se prepar6 una muestra de 60 mg de la formulacién optimizada, para cada evaluacién se colocé la
muestra en la platina del difractémetro rayos X para polvos con condiciones de escanear la muestra
de 5 a 45° (2©) durante 20 minutos.
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8.8.5 Calorimetria Diferencial de Barrido

Se empleo un crisol de aluminio de baja masa con sus respectivas tapas perforadas, los cuales
fueron previamente pesados y ajustados. Se colocaron con precision 5 mg de la formulacion
optimizada en el crisol. Posteriormente, los crisoles se sellaron herméticamente junto con las tapas
utilizando una prensa especializada.

Para establecer una referencia, se incluy6é un crisol de indio calibrado en el equipo. Durante el
analisis, las muestras se sometieron a un aumento de temperatura programado de 20°C por minuto,
dentro de un rango de 30 a 250 °C. Ademas, se aplicé un flujo constante de nitrégeno a una velocidad
de 50 mL/min.

8.8.6 Evaluacién de la eficiencia de encapsulacion

La eficiencia de encapsulacion se evalué leyendo en el CLAR la muestra del sobrenadante de la
formulacion que se tomé después de la centrifugacion a 1100 rpm durante hora y media.

EE (%) Cantidad de TZX pesada (g) - Cantidad de TZX presente en el sobrenadante (g) 100
= *
(% Masa total de la formulacion (g)

8.8.7 Evaluacion de la capacidad de carga

La capacidad de carga de las nanoparticulas poliméricas se realiz6 pesando 10 mg de cada
formulacién, los cuales fueron colocadas en tubos Eppendorf de 3 mL con 2 mL de acetato de etilo
y se sometieron a agitacion vigorosa durante 10 horas. Posteriormente se centrifugaron a 11000 rpm
en una centrifuga durante 30 minutos, se tom6 1 mL del sobrenadante y se inyecto en el cromatografo
para cuantificar la concentracion de tizoxanida disponible.

Con la siguiente férmula se calculé la capacidad de carga, la evaluacién se realiz6 por cada unidad
experimental del disefio experimental.

Cantidad de TZX presente en el sobrenadante (g)
*

CC(%)= 100

Masa total de la formulacion (g)

8.8.8 Perfiles de liberacion

Se realizo el estudio de liberacion in vitro de las unidades experimentales del disefio experimental, y
de las nanoparticulas optimizadas, mediante el método de difusién de bolsa de didlisis. Se transfirid
una cantidad equivalente a 10 mg de la formulacion a analizar dentro de la bolsa de didlisis
previamente hidratada con buffer de fosfatos pH 6.8, se afiadié 3 mL de buffer de fosfatos, y se sell6
la bolsa de didlisis. La bolsa de dialisis sellada se coloc6 dentro de un vaso de precipitados que
contenia 80 mL de buffer de fosfatos pH 6.8. Todas las formulaciones analizadas se mantuvieron en
agitacion constante a 100 rpm y a una temperatura de 37°C. Se extrajeron alicuotas de 2 mL las
cuales se sustituyeron por un volumen igual de buffer de fosfatos para mantener condiciones “sink”.
Las muestras se analizaron por medio del método de cuantificacion por CLAR.
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9. RESULTADOS Y DISCUSION

9.1 Estudios de preformulacién

En este subtema encontraremos los resultados de los estudios de preformulacién (espectroscopia
UV-visible, espectroscopia IR, 'H-RMN, difraccién de rayos X de polvos y calorimetria diferencial de
barrido) realizados a las materias primas (nitazoxanida, tizoxanida, policaprolactona, alcohol
polivinilico y manitol) con las que se elaboraron las formulaciones de nanoparticulas poliméricas
solidas cargadas con tizoxanida.

9.1.1 Espectroscopia UV-visible

En la figura 13 se muestra el espectro de absorcion UV-visible de una muestra de nitazoxanida (20
pg/mL) en un rango de 200 a 600 nm, en el cual se observa una longitud de onda de maxima
absorcion (Amax) a 347nm.

Absorbancia

4(I)O 6(I)0
Longitud de onda (nm)
Figura 13. Espectro UV-visible de nitazoxanida (Amax= 347nm)

En la figura 14 se muestra el espectro de absorcién UV-visible de una muestra de tizoxanida (20
pg/mL) en un rango de 200 a 600 nm, en el cual se observa una longitud de onda de méxima
absorcion (Amax) @ 347nm. Se utilizard esta longitud de onda méaxima para desarrollar el método de
cuantificacion de tizoxanida.

A__=347nm
max

Absorbancia

T T T T T |
300 350 400 450 500 550 600
Longitud de onda (nm)

Figura 14. Espectro UV-visible de tizoxanida (Amax= 347nm)
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9.1.2 Caracterizacion por Espectroscopia Infrarroja

En esta seccion se encuentran los espectros IR de las materias primas utilizadas para la formulacion
de las nanoparticulas poliméricas cargadas con tizoxanida (nitazoxanida, tizoxanida,
policaprolactona, alcohol polivinilico y manitol), ademas, en seguida de cada espectro,
encontraremos una tabla en la cual se encontrara de manera estructurada la informacién de las
bandas de cada espectro, asi como el tipo de vibracién y el grupo funcional al que se asocia dicha
banda.
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C-H
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s 704 3355cm™ 1604 cm
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C
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E 60 - R-C=0
7, 1524 cm™ =
c | o RNH-C=0
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S N 1
40 H 1469 cm™ 1161 cm™t
S=C-NH s=C-NH
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4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de onda(cm™)
Figura 15. Espectro FT-IR-ATR de nitazoxanida

Tabla 19. Interpretacion de las bandas del espectro infrarrojo de nitazoxanida

Banda (cm™! Tipo de vibracion molecular Grupo funcional

3355 (m, sh) Tensién Amida secundaria (R1-C=0-NH-R2)
3087 (w, sh) Tension Metilo (C-Hs)

2917 (w, sh) Tension simétrica Metilo (C-Hs)

1770 (s, sh) Tensién Carbonilo de éster (R-C=0)

1660 (s, sh) Tensién Carbonilo de amida (R-N-C=0)
1604 (m, sh) Tensién Nitro (R-NO2)

1161 (s, sh) Tension Sulfonamida (S=C-N)

w: débil, m: media, s: fuerte, sh: afilada, br: ancha
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Figura 16. Espectro FT-IR-ATR de tizoxanida

Tabla 20. Interpretacion de las bandas del espectro infrarrojo de tizoxanida

Banda (cm™)
3255 (m, sh)
2569-3111 (m, br)
1670 (w, sh)
1605 (s, sh)
1536 (s, sh)
1159 (s, sh)

Tipo de vibracion molecular Grupo funcional
Tension Amina secundaria (R1-NH- R2)
Tension Alcohol (R-OH)
Tension Amida (R-N-C=0)
Tension Nitro (R-NO2)
Tension Amida (R-N-C=0)
Tension Sulfonamida (S=C-N)

w: débil, m: media, s: fuerte, sh: afilada, br: ancha

e
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Figura 17. Espectro FT-IR-ATR de policaprolactona

Tabla 21. Interpretacion de las bandas del espectro infrarrojo de policaprolactona

Banda (cm™) Tipo de vibracion molecular Grupo funcional
2944 (m, sh) Tension Alcano (R-CH)
2864 (m, sh) Tensién Alcano (R-CH)
1721 (w, sh) Tension Ester (R1-COO-R2)
1165 (w, sh) Tension Ester (R1-COO-R2)

w: débil, m: media, s: fuerte, sh: afilada, br: ancha
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Figura 18. Espectro FT-IR-ATR de alcohol polivinilico

Tabla 22. Interpretacion de las bandas del espectro infrarrojo de alcohol polivinilico

Banda (cm™) Tipo de vibraciéon molecular Grupo funcional

3298 (m, br) Tensién Alcohol (R-OH)

2904 (m, sh) Tensién Alcano (R-CH)

1372 (s, sh) Flexion Alcohol (R-OH)

1087 (s, sh) Tensién Alcohol secundario (R1-OH-R2)

w: débil, m: media, s: fuerte, sh: afilada, br: ancha
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Figura 19. Espectro FT-IR-ATR de manitol

Tabla 23. Interpretacion de las bandas del espectro infrarrojo de manitol

Banda (cm™? Tipo de vibracién molecular

3282 (m, br)
2984 (w, sh)
2970 (w, sh)
1420 (m, sh)
1015 (s, sh)
629 (s, sh)

Tensién
Tensién
Tension
Flexién
Tensién
Flexion

Grupo funcional

Alcohol (R-OH)
Alcano (R-CHs)
Alcano (R-CHs)
Alcohol (R-OH)
Alcohol (R-OH)
Alcohol (R-OH)

w: débil, m: media, s: fuerte, sh: afilada, br: ancha

9.1.3 Caracterizacion por Resonancia Magnética Nuclear de protén

En esta seccion encontraremos los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de protén (*H-RMN)
del profarmaco nitazoxanida y del farmaco tizoxanida. Ademas, dentro de los propios espectros
podremos encontrar una asociacion de las sefiales del espectro con la estructura del analito. Para
complementar los espectros, enseguida de cada uno, encontraremos una tabla en la cual se
encuentra la informacién de cada sefial (desplazamiento quimico, multiplicidad, integral y tipo de
hidrogeno con el que se asocia) y su posicién dentro de la estructura quimica.
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Figura 20. Espectro *H-RMN de nitazoxanida

Tabla 24. Asignacién de las sefiales de los espectros *H-RMN de nitazoxanida

Nitazoxanida

Posicién

O@mMmoOw>

Informacion de la sefial
2.25 ppm (s,3H, CHs)
7.33-7.31 ppm (dd,1H, Phe)
7.46-7.43 ppm (ddd,1H, Phe)
7.70-7.67 ppm (ddd,1H, Phe)
7.86-7.84 ppm (dd,1H, Phe)
8.68 ppm (s,1H,)

13.62 ppm (s,1H, N-H)
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Figura 21. Espectro *H-RMN de tizoxanida

Tabla 25. Asignacién de las sefiales de los espectros 'H-RMN de tizoxanida

Tizoxanida
Posiciéon Informacion de la sefial
6.99 (s,1H, OH)
7.01-7.02 (dd,1H, Phe)
7.07-7.05 (ddd,1H, Phe)
7.51-7.49 (ddd,1H, Phe)
7.91-7.89 (dd,1H, Phe)
8.70 (s,1H,)

Mmoo w>

9.1.4 Difraccidn de rayos X de polvos

En esta seccion, encontraremos los difractogramas de rayos X de polvos de las materias primas
(nitazoxanida, tizoxanida, policaprolactona, alcohol polivinilico y manitol) utilizadas para la
formulacién de las nanoparticulas poliméricas cargadas con tizoxanida. Dentro de cada

difractograma, podremos encontrar que se encuentran destacados los principales picos presentes
en cada difractograma.
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Figura 22. Difractograma de nitazoxanida
En la figura 22 se muestra el difractograma de una muestra de polvo de nitazoxanida, donde se

observan picos definidos y estrechos lo que indica la naturaleza cristalina de la muestra de
nitazoxanida. Se destacan los siguientes picos a 15.91°, 17.67°, 21.19°, 29.72° y 32.10°.
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Figura 23. Difractograma de tizoxanida
En la figura 23 se muestra el difractograma de una muestra de polvo de tizoxanida, donde se

observan picos definidos y estrechos lo que indica la naturaleza cristalina de la muestra de
tizoxanida. Se destacan los siguientes picos a 16.67°, 24.70° y 27.71° (20).
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Figura 24. Difractograma de policaprolactona (PCL).
En la figura 24 se observan dos picos completamente definidos a 21.44° y 23.69° (26). Lo cual nos

indica la naturaleza cristalina de la muestra de policaprolactona.
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Figura 25. Difractograma de alcohol polivinilico
En la figura 25 se observan dos picos a 19.43° y 40.13°(20). También se observa bandas anchas

dentro del difractograma, lo cual se asocia con la presencia de material amorfo dentro de la muestra

de alcohol polivinilico.
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Figura 26. Difractograma de manitol
En la figura 26 se observan varios picos definidos y estrechos a 14.53°, 18.93°, 21.19°, 29.47°, 33.61°

y 38.63°. Los picos definidos y estrechos en este difractograma indican que el material analizado
tiene naturaleza cristalina.

9.1.5 Calorimetria diferencial de barrido

En esta seccién, encontraremos los termogramas de las materias primas (nitazoxanida, tizoxanida,
policaprolactona, alcohol polivinilico y manitol) utilizadas para la formulaciéon de las nanoparticulas
poliméricas cargadas con tizoxanida. Ademas, en cada termograma encontraremos informacién de
cada evento térmico que se presenta, por ejemplo, las temperaturas de fusidn o cristalizacion,
acompafiadas de su entalpia de fusion o cristalizacion, o la temperatura de transicion vitrea, en
aquellos materiales que la presenten.
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Figura 27. Termograma de calorimetria diferencial de barrido de nitazoxanida

En la figura 27, se encuentra el termograma de la muestra de nitazoxanida, en el cual podemos
encontrar una fusién a 200.08°C con una entalpia de fusion de 89.18 J/g, este punto de fusion se
asemeja con el reportado en la literatura® el cual es de 198°C. A 251.03°C podemos observar que
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Figura 28. Termograma de calorimetria diferencial de barrido de tizoxanida

En la figura 28, se encuentra el termograma de la muestra de tizoxanida, en el cual se observa un
suceso exotérmico a 278.76°C con una entalpia de 100.1 J/g, el cual asociamos con una fusion
exotérmica, un proceso poco observable pero que ocurre en casos como el sistema acetaminofén—
O-acido acetil salicilico desarrollado por Leitner®t, quien registré un proceso exotérmico en la fusion.
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Figura 29. Termograma de calorimetria diferencial de barrido de policaprolactona

En la figura 29, se encuentra el termograma de la muestra de PCL, en el cual podemos encontrar
una transicion vitrea a 40.28°C, seguido de una fusién a 65.48°C con una entalpia de fusion de 111.7
J/g, este punto de fusion se asemeja con el reportado en la literatural®? el cual es de 60°C.
Finalmente, a 421.44°C encontramos el inicio de un proceso de degradacion.
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Figura 30. Termograma de calorimetria diferencial de barrido de alcohol polivinilico

En la figura 30, podemos observar el termograma de PVA, en el cual observamos una fusién a
190.72°C con una entalpia de fusion de 56.83 J/g, lo cual se asemeja con el punto de fusion reportado
en la bibliografial® el cual es de 200°C. En 339.39°C observamos el proceso de degradacién de

PVA.
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Figura 31. Termograma de calorimetria diferencial de barrido de manitol

En la figura 31 se presenta el termograma de MNT, en el cual se observa una fusion a 167.37°C con
una entalpia de fusion de 239.3 J/g, lo cual se asemeja con el punto de fusién reportado en la
bibliografial®* el cual es de 166°C. En 337.58°C se registra el proceso de degradacion de MNT.
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9.2 Validacion del método analitico de cuantificacion

En este subtema, encontraremos los resultados sobre la validacién del método de cuantificacién de
tizoxanida por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR) en conjunto con un detector UV-
visible. El contenido de esta seccién esta dividido por subsecciones, cada uno de las cuales se
relaciona con un parametro de la validacion, y en el cual encontraremos los resultados de las pruebas
que se realizaron para cumplir con cada parametro en forma de tablas y gréaficas. Para la validacién
del método se tomaron en cuenta las recomendaciones de la Guia de validacion de métodos
analiticos del Consejo Nacional de Quimicos Farmacobiologos.

La siguiente tabla, muestra un compilado de los resultados de los parametros de validacion del
método de cuantificacidn de tizoxanida.

Tabla 26. Criterios de aceptacion y resultados de la validaciéon del método de
cuantificacion de tizoxanida

Parametro Criterios de Resultado
aceptacion experimental

Coeficiente de

correlacion lineal R =>0.99 R =0.999849
. . (R)
Linesl ges Coeficiente de
determinacion R2>0.98 R =0.999699
(R?)

Coeficiente de

ili 0, 0, 0f =
Adecuabilidad variacion (CV%) CV% < 2% CV% = 0.86
. Coeficiente de Bajp =0.46
Precision variacion CV% £ 2% Medio =: 0.85
Alto = 0.34
P 0
Porcentaje del Baj,\cA)e di;og'?goi\o,%%f %
recobro (% %Recobro = 100 * 2% 0_85% e
Exactitud Recobro) Alto = 99.91 + 0.34%
Coeficiente de Bajo = 0.46
variacion del CV%Recobro < 2% Medio = 0.86
recobro Alto = 0.34
No debe haber . .
Especificidad interferencia con la No hay interferencia

o . con la sefial del analito
sefal del analito

9.2.1 Linealidad

Para la evaluacion de la linealidad del método analitico, se realizaron tres curvas de cuantificacion
por dos dias, con 6 puntos cada una. De cada inyeccion se determind el area, y a continuacion, se
muestran los resultados de la prueba de linealidad para cada dia.
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Tabla 27. Resultados del dia 1 de linealidad (Areas)

Concentracién (ug/mL) Curval | Curva2 | Curva 3 | Promedio D.E. CV%

05 244926 | 245644 | 245494 | 245354.66 | 378.73 | 0.15

448041 | 452140 | 453435 | 451205.33 | 2815.85 | 0.63

5 2382678 | 2363766 | 2356749 | 2367731 |13411.53| 0.57

10 4656215 | 4634292 | 4631813 | 4640773.33 | 13430.2 | 0.29

15 6957357 | 6940981 | 6937834 | 6945390.66 | 10481.93 | 0.15

20 9482584 | 9413673 | 9532462 | 9476239.66 | 59648.09 | 0.63
Pendiente (m) 470826 | 467942 | 472304 | 470358
Ordenada al origen (b) -12627 | -8083 | -27649 -16120
Coeficiente de correlacion (R) 0.99986 | 0.99991 | 0.99976 | 0.99985
Coeficiente de determinacién (R2) | 0-99973 | 0.99983 | 0.99952 | 0.99971

10000000 ~

8000000 -

6000000 -

Area

4000000

Y =470358X - 16120

2000000 - R? = 0.99971

0 10 20
Concentracion (ug/mL)
Figura 32. Resultados del dia 1 de linealidad (areas)

Tabla 28. Resultados del dia 2 de linealidad (Areas)

Concentracion (ug/mL) Curval | Curva?2 | Curva3 | Promedio D.E. CV%

0.5 246888 | 246687 | 244526 | 246033.667 | 1309.54 | 0.53

460171 | 455014 | 447220 | 454135.000 | 6520.09 | 1.44

5 2369827 | 2357215 | 2324350 | 2350464.000 | 23478.1 | 0.99

10 4621593 | 4618430 | 4556129 | 4598717.333 | 36916.47 | 0.80

15 6898799 | 6875942 | 6696577 | 6823772.667 | 110745.9 | 1.63

20 9317059 | 9311050 | 9136150 | 9254753.000 | 102757.1 | 1.11
Pendiente (m) 463141 | 462708 | 452872 459574
Ordenada al origen (b) 10428 5809 13677 9971
Coeficiente de correlacion (R) 0.99994 | 0.99993 | 0.99985 0.99991
Coeficiente de determinacién (R2) | 0.99988 | 0.99986 | 0.99970 0.99983
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Figura 33. Resultados del dia 2 de linealidad (areas)

Los coeficientes de correlacion lineal (R) y coeficientes de determinacion (R?) son mayores a 0.99
ambos dias, por lo que el método cumple con el criterio de aceptacion para el parametro de
linealidad.

9.2.2 Adecuabilidad

Para la evaluacién de la adecuabilidad del método analitico, se realizaron 5 inyecciones de la
solucion de adecuabilidad (TZX 10ug/mL). De cada inyeccién se determind el &rea, dato con el cual
se calcul6 el promedio, DE, y CV%. Ademas, se reporta el tiempo muerto, tiempo de retencién y
factor de capacidad.

Tabla 29. Resultados de adecuabilidad

10 274625 1.16 2.18 0.88

10 274948 1.149 2.173 0.89

10 272354 1.161 2.17 0.87

10 273033 1.156 2.173 0.88

10 269069 1.148 2.17 0.89
Promedio 272805.8

DE 2351.485

CV% 0.86196298

El coeficiente de variacién (CV%) es menor al 2%, por lo cual, el método cumple con el criterio de
aceptacion para el parametro de adecuabilidad.

9.2.3 Precisioén

Para la evaluacion de la precision del método analitico, se prepararon 6 repeticiones en 3 niveles
concentracién (3, 12y 17 ug/mL). De cada nivel se determiné el area, y se calculé DE, y CV%.
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Tabla 30. Resultados de la prueba de precision

Muestra Bajo Medio Alto

1 1395041 5522695 7901608

2 1398770 5642520 7822817

3 1390547 5543011 7870590

4 1394282 5612458 7841651

5 1405162 5547477 7856814

6 1386898 5546773 7857571

Promedio 1395116.667 5569155.667 7858508.500
DE 6377.873 47054.230 26703.327

CV% 0.46 0.84 0.34

El coeficiente de variacion (CV%) es menor al 2%, por lo cual, el método cumple con el criterio de
aceptacion para el parametro de precision.

9.2.4 Exactitud

Para la evaluacion de la exactitud del método analitico, se utilizaron los datos de la prueba de
precision, las 6 repeticiones en 3 niveles concentracién (3, 12 y 17 pg/mL), sin embargo, en este
pardmetro se interpolan los datos del &rea en una curva de cuantificacion para obtener la
concentracién y el porcentaje recuperados. De cada nivel se calculé % Recobro y CV% Recobro.

Tabla 31. Resultados de la prueba de exactitud

Muestra Bajo @ Medio Alto Bajo Medio Alto

1 3.02 1194 17.08 100.64 99.49 | 100.46
2 3.03 1220 1691 100.91 101.64 99.46
3 301 1198 17.01 100.31 99.85 | 100.07
4 3.02 1213 16.95 100.58 @ 101.10 @ 99.70
5 3.04 1199 1698 101.37 99.93 99.89
6 3.00 1199 16.98 100.05 99.92 99.90
Promedio 3.019 | 12.039 | 16.986 100.643 | 100.322 99.915
DE 0.014 0.102 @ 0.058 0.459 0.847 0.33
CV% 0.46 0.84 0.34 0.46 0.84 0.34

Para los tres niveles, el % de Recobro se encuentra dentro del criterio de aceptacion (100 + 2%), y
también, el CV% Recobro es <2%, por lo que el método cumple con los criterios de aceptacion para
el parametro de exactitud.

9.2.7 Especificidad

Para determinar la especificidad del método de cuantificacion de tizoxanida, se analizaron muestras
de todas las posibles sustancias interferentes usando el método cromatografico. En la figura 34, se
comparan los cromatogramas de las diferentes muestras y se observa que no existe interferencia
entre el analito y los componentes de la formulacién, por lo tanto, la sefial obtenida por el método es
especifica para la cuantificacion de tizoxanida sin interferencia alguna.
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Figura 34. Cromatogramas de las materias primas de la formulacién

9.3 Disefio de Experimentos

En este subtema encontraremos los resultados del disefio experimental que se plante6 con el fin de
investigar como dos factores controlables (PCL y PVA) afectan las respuestas (tamafio de particula,
potencial zeta, eficiencia de encapsulacién y capacidad de carga).

El disefio experimental planteado fue un disefio factorial 22, por lo que se realizaron 4 unidades
experimentales para cada disefio, a las unidades experimentales en este trabajo también se les llama
4por el nombre de formulaciones, asociandoles las claves F1, F2, F3 y F4(en la tabla 15 podemos
encontrar una matriz en la cual se muestra la clave y los niveles de cada factor). La evaluacion del
disefio experimental se llevo a cabo por duplicado, por lo que los datos presentados a continuacion
son la media de dichos resultados.

A continuacién, en la tabla 32, encontraremos un compilado de los resultados del disefio
experimental planteado para la formulacion de las nanoparticulas poliméricas cargadas con
tizoxanida.

Tabla 32. Resultados del Disefio Experimental para la formulacién de Nanoparticulas

Poliméricas (n=2

Formulacion Tamafio de Potencial zeta Eficiencia de Capacidad de
particula (nm) (mV) encapsulacion (%) carga (%)
F1 387.4 -13.1 99.98 0.642
F2 459.8 -17.8 99.975 0.618
F3 322.7 -14.2 99.877 0.833
F4 368.5 -15.8 99.921 0.765

9.3.1 Perfiles de liberacion

Se evalud por duplicado el perfil de liberacién de las formulaciones o unidades experimentales
propuestas en el disefio de experimentos. Este estudio se realiz6 durante 24 horas, en buffer de
fosfatos a pH 6.8. Se realizaron muestreos a las 0.5,1,2,4,6,8,10,12,14 y 24 h. A continuacion, se
muestran graficamente los perfiles de liberacion de las formulaciones, los resultados los podemos
encontrar en el anexo 2 y 3 para el primer y el segundo perfil respectivamente.
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Figura 36. Primer perfil de liberacién de las formulaciones del disefio de experimentos.
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Figura 35. Segundo perfil de liberacion de las formulaciones del disefio de experimentos.

Al analizar ambos gréficos de los perfiles de liberacién se observa que las formulaciones de
nanoparticulas poliméricas cargadas con tizoxanida superan facilmente la liberaciéon de tizoxanida
pura. El farmaco puro (control) alcanzo un 31.25% de farmaco liberado en el primer perfil y 24.74%
en el segundo, mientras que, la primera unidad experimental (F1) logro liberar 62.38% en el primer
perfil y 55.87% en el segundo perfil, la segunda unidad experimental (F2) liberé 59.97% en el primer
perfil y 56.78% en el segundo perfil, la tercera unidad experimental (F3) liber6 75.57% en el primer
perfil y 66.55% en el segundo perfil, para finalizar, la cuarta unidad experimental (F4) liber6é 76.39%
en el primer perfily 71.05% en el segundo perfil, convirtiéndose esta Ultima en la unidad experimental
que libero un mayor porcentaje de farmaco en 24 h de todas las evaluadas en ambos perfiles.

9.3.2 Anélisis de lainfluencia de los factores por cada respuesta

Para llevar a cabo el analisis del disefio experimental se utilizé el software Statgraphics Centurion
XVI con el cual, se obtuvieron los diagramas de Pareto y graficas de efectos principales, que nos
permiten observar graficamente el efecto de los factores y la interaccion de los factores sobre cada
una de las respuestas.

61




RESULTADOS Y DISCUSION

9.3.2.1 Tamario de particula

Diagrama de Pareto para Tamafio de particula Gréfica de Efectos Principales para Tamafio de particula
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Figura 37. Grafica de efectos principales para tamafio de

Figura 38. Diagrama de Pareto para tamafio de particula. ’
particula.

Al analizar las figuras 37 y 38, podemos observar que el PVA tiene gran influencia sobre el tamafio
de particula, generando que, a mayor cantidad de PVA, menor tamafio de particula, lo cual es el
objetivo que se busca en esta respuesta. En cuanto a PCL, podemos observar que al igual que con
PVA, a mayor cantidad de PCL, menor tamafio de particula, por lo que, para obtener una formulacion
con un tamafio de particula menor, seria optimo tener un nivel alto de PVA, y un nivel alto de PCL.

9.3.2.2 Potencial zeta

Diagrama de Pareto para Potencial zeta Gréfica de Efectos Principales para Potencial zeta
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Figura 39. Diagrama de Pareto para potencial zeta. Figura 40. Grafica de efectos principales para potencial

zeta.

Al analizar las figuras 39 y 40 podemos observar que PCL es el componente que tiene mayor
influencia sobre la potencial zeta, generando que a mayor cantidad de PCL, mayor potencial zeta, lo
cual es el objetivo en esta respuesta, ya que un mayor potencial zeta (ya sea positivo o negativo) se
traduce en una mayor estabilidad de la formulacién. Esto es porque la potencial zeta es una medida
de la carga eléctrica en la superficie de las particulas, y su magnitud determina la fuerza de repulsién
entre particulas, por lo que, al tener gran magnitud, se genera una fuerte repulsiéon electrostatica
entre ellas, disminuyendo la agregacion y generando una mayor estabilidad de la dispersion.

En cuanto al PVA, se observa que a diferencia de PCL, a mayor cantidad de PVA, hay un mayor
potencial zeta, por lo que para obtener una formulacién con un potencial zeta menor, seria
recomendable que fuera un nivel alto de PCL y un nivel bajo de PVA.
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9.3.2.3 Eficiencia de encapsulacion
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Figura 42. Grafica de efectos principales para eficiencia

Figura 41. Diagrama de Pareto para eficiencia de -
de encapsulacion

encapsulacion.

Al analizar las figuras 41 y 42 podemos observar que PVA es el componente que tiene mayor
influencia sobre la eficiencia de encapsulacién, generando que, a menor cantidad de PVA, mayor
eficiencia de encapsulacion, lo cual es el objetivo en esta respuesta. En cuanto a PCL, se observa
que a mayor cantidad de PCL, mayor serd la eficiencia de encapsulacion. Sin embargo, en esta
respuesta, hay que destacar que las diferencias son minimas, ya que todas se mantienen por arriba
del 99.89% de eficiencia de encapsulacion, por lo que sin importar cual nivel PVA o PCL escojamos,
obtendremos una respuesta aceptable en la eficiencia de encapsulacién.

9.3.2.4 Capacidad de carga

Gréfica de Efectos Principales para Capacidad de Carga
Diagrama de Pareto para Capacidad de Carga
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Figura 43. Diagrama de Pareto para capacidad de carga.  Figura 44. Gréfica de efectos principales para capacidad
de carga.

Al analizar las figuras 43 y 44, podemos observar que el PVA es el componente que tiene mayor
influencia sobre la eficiencia de encapsulacion, generando que, a mayor cantidad de PVA, se obtiene
una mayor capacidad de carga, lo cual es el objetivo en esta respuesta. En cuanto a PCL, se observa
gue tiene el efecto contrario, pues a menor cantidad de PCL, mayor sera la capacidad de carga de
nuestra formulacion. Teniendo esto en cuenta, una formulacion con un nivel alto de PVA, y un nivel
bajo de PCL, obtendra una mayor capacidad de carga.

9.3.3 Optimizacién de la formulacién

Al llevar a cabo el andlisis del Disefio de Experimentos mediante el software Statgraphics XVI, se
determind que los valores Optimos para cada factor para obtener una respuesta optimizada se
muestran en la tabla 33:
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Tabla 33. Optimizacion de formulacion

Factores
Optimizados Variable de valor valor
- respuestaa teérico | experimental
PCL PVA optimizar P
(mg) (mg)
40 180 Tamafio (nm) 368.5 383.8
Potencial zeta
Deseabilidad mv) 158 -17.42
EE (%) 99.921 99.992
0.57816 CC (%) 0.765 0.948

La formulacién propuesta por el software se corresponde con la unidad experimental 4 o F4, la cual
se tratarad desde este punto como formulacién optimizada o F OPT.

9.4 Caracterizacion de la formulacion optimizada

En este subtema, encontraremos los resultados de la caracterizacion de la formulacion optimizada
(F OPT), la cual fue caracterizada por medio de espectroscopia infrarroja, difractémetro de rayos X
de polvos, calorimetria diferencial de barrido y por su perfil de liberacion.

9.4.1 Espectroscopia infrarroja

La espectroscopia infrarroja es una técnica que permite identificar los grupos funcionales presentes
en una muestra. Al obtener el espectro infrarrojo, se generan bandas asociadas a las vibraciones
entre los atomos de las moléculas. Al analizar estas bandas en regiones especificas del espectro
infrarrojo, es posible determinar los grupos funcionales presentes.

A continuacion, encontraremos el espectro infrarrojo de las nanoparticulas poliméricas cargadas con
tizoxanida, donde se pueden identificar las bandas asociadas a los grupos funcionales de cada
componente de la formulacion utilizada.

Esta asignacién estd basada en las tablas de los libros “Organic Spectroscopy” de Yadav*? y
“Spectrometric Identification of Organic Compunds” de Silverstein*3. Ademas, se tom6é como
referencia los espectros en el articulo “Identification, characterization and cytotoxicity in vitro assay
of nitazoxanide major degradation producto” de Malesuik**.
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Figura 45. Espectro infrarrojo de las nanoparticulas poliméricas cargadas con tizoxanida.

Tabla 34. Interpretacion de las bandas del espectro infrarrojo de las nanoparticulas poliméricas cargadas con tizoxanida ‘

\[o} Banda Tipo de vibracion Grupo funcional Componente de la formulacion ‘
molecular

1 3395 cm? (w, sh) Tensién Amida secundaria(R1-C=0-NH-Ry2) Tizoxanida

2 3283 cm™ (m, br) Tensién Alcohol (R-OH) Manitol

3 2944 cm* (w, sh) Tensién Carbono saturado (R-C-H) Policaprolactona

4 1725 cmt (w, sh) Tensién Ester (R1--COO-R2) Policaprolactona

5 1657 cm* (w, sh) Tension Amida (R-NH-C=0) Tizoxanida

6 1082 cm (s, sh) Tensién Alcohol (R-OH) Alcohol polivinilico

7 1019 cm (s, sh) Tensién Alcohol (R-OH) Manitol

w: weak, m: medium, s: strong, v: variable, sh: sharp, br: broad
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Figura 46. Espectros ATR-FT-IR apilados de las materias primas y las nanoparticulas poliméricas. Los
numerales indicados en la figura, se corresponden con los indicados en la tabla 30.

Al analizar las figuras 45 y 46 junto con la tabla 28, podemos observar que en el espectro infrarrojo
de las nanoparticulas poliméricas cargadas con tizoxanida podemos encontrar bandas que muestran
los componentes de la formulacion optimizada. La banda a 3395 cm, se asocia con una amida
secundaria, relacionada con la banda a 3255 cm! en el espectro infrarrojo de tizoxanida en la figura
16. La banda a 3283 cm! es asociada con un alcohol, esta banda se corresponde con la banda a
3282 cm en el espectro infrarrojo de MNT en la figura 19. La banda a 2944 cm! esta asociada con
la tension entre un hidrogeno y un carbono saturado, esta banda corresponde con la banda a 2944
cm en el espectro infrarrojo de PCL en la figura 17. La banda a 1725 cm™ esta asociada con el
carbonilo de un éster, esta banda corresponde con la banda a 1721 cm en el espectro infrarrojo de
PCL en la figura 17. La banda a 1657 cm! esta asociada con el carbonilo de una amida, esta banda
corresponde con la banda a 1670 cm! en el espectro infrarrojo de TZX en la figura 16. La banda a
1082 cm-! esta asociada con un alcohol, esta banda se corresponde con la banda a 1087 cm en el
espectro infrarrojo de PVA en la figura 18. Para finalizar, la banda a 1019 cm! esta asociada con un
alcohol, esta banda corresponde con la banda a 1015 cm en el espectro infrarrojo de MNT en la
figura 19.

De estos resultados podemos concluir, que tizoxanida se encuentra presente dentro de la muestra,
al igual que todas las otras materias primas utilizadas para la formulacién de las nanoparticulas
poliméricas.

9.4.4 Difractometria de Rayos X de Polvos

A continuacion, se encuentra el difractograma de la muestra de la formulaciéon optimizada de las
nanoparticulas poliméricas cargadas con tizoxanida (figura 47), seguido de los difractogramas
apilados de las materias primas (NTZ, TZX, PCL, PVA y MNT) y la formulacién optimizada, el cual
nos permite comparar los picos observados en los difractogramas para observar si se mantiene la
cristalinidad de los componentes.
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Figura 47. Difractograma de nanoparticulas poliméricas cargadas con tizoxanida

Se observan picos definidos en 20.68°, 23.19°, 27.08, 35.61° y 39.76°. Los picos definidos son un
indicador de la cristalinidad de los componentes de la muestra.
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Figura 48. Difractogramas apilados de las materias primas, farmacos y nanoparticulas cargadas con tizoxanida.

Al analizar la figura 48, podemos observar, que existen picos definidos en el difractograma de las NPs-TZX que
provienen de componentes de la formulaciéon que mantienen su forma cristalina. La primera sefial a 20.68° se
correlaciona con una sefial de MNT a 18.93° que podemos observar en la figura 26. La segunda sefial a 23.18°
se correlaciona con una sefial de MNT a 21.19° que podemos observar en la figura 26. La tercera sefial a 27.08°
se correlaciona con una sefial de TZX a 27.71° que podemos observar en la figura 23, aunque se observa un
ligero desplazamiento a la izquierda en el difractograma de la formulacion optimizada. La cuarta sefial a 35.61°
se correlaciona con la sefial a 33.61° de MNT que podemos observar en la figura 26. La quinta y Ultima sefial,
se encuentra a 39.76° y se puede correlacionar con la sefial a 38.63° de MNT que podemos observar en la
figura 26. La mayoria de las sefiales que estan presentes en la formulacion optimizada se deben a MNT,
probablemente debido a que este componente de la formulacion es afiadido al final, durante la liofilizacion, por
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lo que, como tal, no forma parte de la matriz polimérica, si no que forma una mezcla fisica con las nanoparticulas

poliméricas.

9.4.5 Calorimetria Diferencial de Barrido

A continuacion, se encuentra el termograma de la muestra de la formulacién optimizada de las
nanoparticulas poliméricas cargadas con tizoxanida (figura 49), seguido de los termogramas
apilados de las materias primas (NTZ, TZX, PCL, PVA y MNT) y la formulacién optimizada, el cual
nos permite comparar los eventos térmicos observados en los termogramas.

2 -
1 PCL
o J\ Te=38.65°C
] TZX
=) Fusién
(@2]
= -2 1 . MNT 236.6°C
; Fusion (impureza) 13.35 J/g PVA
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S 2.053 J/g 336.6°C
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3 1 PCL
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Figura 49. Termograma de las nanopatrticulas polimericas cargadas con tizoxanida.
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Figura 50. Termogramas apilados de las materias primas y la formulacion final optimizada.
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Al analizar las figuras 49 y 50, encontramos varios eventos térmicos que estan presentes en la
formulacién optimizada y que se deben a las materias primas utlizadas para formular las
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nanoparticulas poliméricas. El primer evento térmico es la transicién vitrea a 38.65 °C que
corresponde con la transicion vitrea mostrada por PCL a 40.28 °C. El segundo evento térmico es
una fusion que ocurre a 54.44 °C y que corresponde con la fusiéon de PCL 65.48 °C. El tercer y el
cuarto evento térmico que encontramos son fusiones que ocurre a 156.31 °C y 167.12 °C que
corresponden con la fusién de MNT a 167.37 °C, sin embargo, por la forma en que se presentan,
como una fusién en dos etapas, la primera presentado un pico muy pequefio, este evento pequefio
posiblemente se deba a una impureza eutéctica presente en el MNT%5, El quinto evento térmico es
una fusién exotérmica que ocurre a 236.6 °C y que corresponde con la fusion exotérmica de TZX a
278 °C. El sexto evento térmico es una fusién que ocurre a 336.6 °C y que corresponde con la fusién
de MNT a 337.58 °C. El séptimo evento térmico es una degradacion que ocurre a 423.77 °C y que
se corresponde con la degradacion de PCL a 421.44 °C.

9.4.6 Perfiles de liberacion

Se realizaron los experimentos para obtener el perfil de liberacién de la formulacién optimizada por
triplicado y con un control, el cual fue el farmaco puro (tizoxanida). Este estudio se realizé durante
24 horas, en buffer de fosfatos a pH 6.8. Se realizaron muestreos a las 0.5,1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14y
24 h. A continuacién, se muestran graficamente los perfiles de liberacion de la formulacion
optimizada, los resultados los podemos encontrar en el anexo 4.
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Figura 51. Perfil de liberacion de las formulaciones optimizadas

Al analizar los perfiles de liberacion de la formulacion optimizada y el farmaco puro podemos
observar que el control alcanzo un 25.11% de farmaco liberado mientras que las formulaciones
optimizadas (F OPT 1, F OPT 2y FOPT 3) obtuvieron 76.12%, 80.54% y 79.08% respectivamente,
que en promedio es un 79.08%. De este resultado podemos concluir que la formulacién optimizada
es capaz de liberar hasta tres veces mas que farmaco que la tizoxanida pura en 24 h.

Con base en los resultados obtenidos del perfil de liberacion de las formulaciones optimizadas de
las nanoparticulas poliméricas cargadas con tizoxanida durante un periodo de 24 horas, se llevo a
cabo un andlisis de diferentes modelos cinéticos de liberacion para determinar cudl es el que mejor
se adecua a los datos obtenidos.

Después de tratar los datos y generar los modelos correspondientes, los cuales podemos observar
en la tabla 35, se observé que el modelo de Higuchi presentd un coeficiente de determinacion (R2)
mas cercano a la unidad, con un valor de 0.94. Esto indica que la liberacion de la tizoxanida de la
formulacién optimizada se ajusta al modelo de Higuchi.
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El modelo de Higuchi propone que la liberacion de los farmacos que se adecuen a este modelo esta
controlada principalmente por procesos de difusién a través de una matriz polimérical%. Esto implica
que la formulacién desarrollada ofrece un mecanismo de liberacién controlada, sostenida y gradual
a lo largo del tiempo, lo cual es favorable para aplicaciones terapéuticas en enfermedades crénicas
que requieran mantener las dosis durante largos periodos de tiempo, como lo puede llegar a ser el
tratamiento de enfermos crénicos con hepatitis viral B o C.

Tabla 35. Modelos cinéticos de liberacion

T(h)  %Lib T(h) Log%Lib AT (h) c T(h) aV%Lib ~Tt(vh?1)  %Lib

0.5 8.69 0.5 0.94 0.71 8.69 0.5 2.056 1.414 8.69
1 16.33 1 1.21 1.00 16.33 1 2.537 1.000 16.33
1.5 24.70 1.5 1.39 1.22 24.70 15 2.912 0.816 24.70
30.21 2 1.48 1.41 30.21 2 3.114 0.707 30.21
42.05 4 1.62 2.00 42.05 4 3.477 0.500 42.05
59.80 8 1.78 2.83 59.80 8 3.911 0.354 59.80
10 66.53 10 1.82 3.16 66.53 10 4.052 0.316 66.53
12 71.40 12 1.85 3.46 71.40 12 4.149 0.289 71.40
14 73.85 14 1.87 3.74 73.85 14 4.195 0.267 73.85
24 79.08 24 1.90 4.90 79.08 24 4,292 0.204 79.08
R? 0.80 R? 0.63 R2 0.94 R2 0.70 R2 0.90
80 -
70
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©
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Figura 52. Cinética de liberacion de la formulacién optimizada con el modelo de Higuchi

En la actualidad, las enfermedades hepéticas representan un grave problema de salud publica en la
poblacion mexicana!, debido a su alta mortalidad y la resistencia generada por los virus en casos
cronicos. En este contexto, el uso de terapias combinadas que actlden sobre el virus por multiples
vias se ha convertido en una estrategia prometedora para el tratamiento de estas enfermedades.
Entre los farmacos en investigacion, la nitazoxanida ha demostrado efectividad como antiviral para
las hepatitis By C.

El desafio del uso de nitazoxanida como tratamiento antiviral es su baja solubilidad acuosa, lo que
resulta en una pobre biodisponibilidad, tal como se ha observado en estudios in vivo e in vitro. Esta
limitacion afecta significativamente la liberacion del farmaco y, a menudo, requiere administrar altas

70




RESULTADOS Y DISCUSION

dosis (hasta 200 mg/kg de peso), lo cual puede generar reacciones adversas. Por lo tanto, es
necesario buscar estrategias para mejorar la solubilidad acuosa y, en consecuencia, la
biodisponibilidad de la nitazoxanida.

En este trabajo de investigacién, hemos abordado este desafio mediante el desarrollo de una
formulacién innovadora: nanoparticulas poliméricas cargadas con tizoxanida. Los resultados
obtenidos demuestran que esta formulacion presenta una liberacién in vitro hasta tres veces mayor
en comparacion con el farmaco no formulado. Estos hallazgos sugieren que una forma farmacéutica
que contenga las nanoparticulas optimizadas podria alcanzar el efecto terapéutico con dosis mas
bajas que las utilizadas actualmente.

Para respaldar la eficacia y seguridad de la formulacion propuesta, es necesario llevar a cabo
evaluaciones adicionales en cultivos celulares y realizar estudios preclinicos en animales. Estos
estudios permitiran obtener informacion mas detallada sobre el comportamiento de las
nanoparticulas en estudios in vivo y confirmar su potencial terapéutico.

En conclusién, este trabajo de investigacién ha sentado las bases para mejorar la liberacién de
tizoxanida mediante la formulacién de nanoparticulas poliméricas cargadas con tizoxanida para el
potencial tratamiento de las enfermedades hepaticas. Es indispensable continuar con la
investigacién y realizar las pruebas pertinentes para consolidar la efectividad y la seguridad de esta
estrategia terapéutica.

Este estudio tiene el potencial de mejorar significativamente la calidad de vida de los pacientes y
contribuir en la lucha contra enfermedades de alta relevancia para la salud publica.
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10. CONCLUSIONES

10.1 Conclusién general

Se desarroll6 y caracterizé una formulacion farmacéutica de nanoparticulas poliméricas de
policaprolactona cargadas con tizoxanida. La cual demostré una mejoria en su liberacion
con respecto a la tizoxanida sin formular.

11.2  Conclusiones particulares

e Se desarroll6 un método de sintesis de tizoxanida por medio de hidrolisis 4cida de nitazoxanida.

e Se desarroll6 un método de obtencién de nanoparticulas poliméricas de policaprolactona
cargadas con tizoxanida por medio de una metodologia de emulsion y evaporacion de solvente.

e Se optimizé la produccion de las nanoparticulas poliméricas cargadas con tizoxanida por medio
de un disefio experimental (22).

e Se caracterizaron las nanoparticulas poliméricas de policaprolactona cargadas con tizoxanida
por Espectroscopia Infrarroja, difractometria de rayos X de polvos, calorimetria de barrido y
perfiles de liberacién.
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11. PERSPECTIVAS

e Realizar estudios de permeabilidad utilizando el modelo de celdas de Franz u otros métodos
adecuados, para evaluar la capacidad de las nanoparticulas formuladas en la penetracién y
liberacién controlada del farmaco, proporcionando informacion valiosa sobre su comportamiento
en sistemas biolégicos.

e Evaluar la eficacia y seguridad del sistema de nanoparticulas poliméricas en modelos in vivo,
con el fin de obtener una visién mas completa de su potencial terapéutico y su perfil de seguridad.

e Realizar el escalamiento de las nanoparticulas optimizadas para producir gramos de la
formulacién para fines de investigacién basica, asegurando la reproducibilidad y calidad del
proceso.

e Formular los sistemas de nanoparticulas en una forma farmacéutica adecuada que facilite su
administracion, por ejemplo, tabletas de liberacion controlada.

73



BIBLIOGRAFIA &/

12. BIBLIOGRAFIA
1) INEGI. CARACTERISTICAS DE LAS DEFUNCIONES REGISTRADAS EN MEXICO
DURANTE 20201 , PRELIMINAR.

(2) Asrani, S. K.; Devarbhavi, H.; Eaton, J.; Kamath, P. S. Burden of Liver Diseases in the World.
J. Hepatol. 2019, 70 (1), 151-171. https://doi.org/10.1016/J.JHEP.2018.09.014.

3) Deng, L.; Tang, H. Hepatitis B Virus Drug Resistance to Current Nucleos(t)lde Analogs:
Mechanisms and Mutation Sites. Hepatol. Res. 2011, 41 (11), 1017-1024.
https://doi.org/10.1111/3.1872-034X.2011.00873.X.

(4) Richman, D. D. Antiviral Drug Resistance. Antiviral Res. 2006, 71 (2-3), 117-121.
https://doi.org/10.1016/J.ANTIVIRAL.2006.03.004.

(5) Allen, M. |.; Deslauriers, M.; Webster Andrews, C.; Tipples, G. A.; Walters, K. A.; Tyrrell, D.
L. J.; Brown, N.; Condreay, L. D. Identification and Characterization of Mutations in Hepatitis B Virus
Resistant to Lamivudine. Lamivudine Clinical Investigation Group. Hepatol. Baltim. Md 1998, 27 (6),
1670-1677. https://doi.org/10.1002/HEP.510270628.

(6) Li, M. W.; Hou, W.; Wo, J. E.; Liu, K. Z. Character of HBV (Hepatitis B Virus) Polymerase
Gene rtM204V/1 and rtL180M Mutation in Patients with Lamivudine Resistance. J. Zhejiang Univ. Sci.
B 2005, 6 (7), 664. https://doi.org/10.1631/JZUS.2005.B0664.

@) Angus, P.; Vaughan, R.; Xiong, S.; Yang, H.; Delaney, W.; Gibbs, C.; Brosgart, C.; Colledge,
D.; Edwards, R.; Ayres, A.; Bartholomeusz, A.; Locarnini, S. Resistance to Adefovir Dipivoxil Therapy
Associated with the Selection of a Novel Mutation in the HBV Polymerase. Gastroenterology 2003,
125 (2), 292—-297. https://doi.org/10.1016/S0016-5085(03)00939-9.

(8) Sherman, M.; Yurdaydin, C.; Simsek, H.; Silva, M.; Liaw, Y.; Rustgi, V. K.; Sette, H.; Tsai, N.;
Tenney, D. J.; Vaughan, J.; Kreter, B.; Hindes, R. Entecavir Therapy for Lamivudine-refractory
Chronic Hepatitis B: Improved Virologic, Biochemical, and Serology Outcomes through 96 Weeks.
Hepatology 2008, 48 (1), 99-108. https://doi.org/10.1002/hep.22323.

(9) Villet, S.; Pichoud, C.; Billioud, G.; Barraud, L.; Durantel, S.; Trépo, C.; Zoulim, F. Impact of
Hepatitis B Virus rtA181V/T Mutants on Hepatitis B Treatment Failure. J. Hepatol. 2008, 48 (5), 747—
755. https://doi.org/10.1016/J.JHEP.2008.01.027.

(10) McPhee, F.; Hernandez, D.; Yu, F.; Ueland, J.; Monikowski, A.; Carifa, A.; Falk, P.; Wang,
C.; Fridell, R.; Eley, T.; Zhou, N.; Gardiner, D. Resistance Analysis of Hepatitis C Virus Genotype 1
Prior Treatment Null Responders Receiving Daclatasvir and Asunaprevir. Hepatology 2013, 58 (3),
902-911. https://doi.org/10.1002/hep.26388.

(11) McPhee, F.; Friborg, J.; Levine, S.; Chen, C.; Falk, P.; Yu, F.; Hernandez, D.; Lee, M. S;
Chaniewski, S.; Sheaffer, A. K.; Pasquinelli, C. Resistance Analysis of the Hepatitis C Virus NS3
Protease Inhibitor Asunaprevir. Antimicrob. Agents Chemother. 2012, 56 (7), 3670-3681.
https://doi.org/10.1128/AAC.00308-12.

(12) Krishnan, P.; Pilot-Matias, T.; Schnell, G.; Tripathi, R.; Ng, T. |.; Reisch, T.; Beyer, J.;
Dekhtyar, T.; Irvin, M.; Xie, W.; Larsen, L.; Mensa, F. J.; Collins, C. Pooled Resistance Analysis in
Patients with Hepatitis C Virus Genotype 1 to 6 Infection Treated with Glecaprevir-Pibrentasvir in

74



BIBLIOGRAFIA

Phase 2 and 3 Clinical Trials. Antimicrob. Agents Chemother. 2018, 62 (10).
https://doi.org/10.1128/AAC.01249-18.

(13) Komatsu, T. E.; Boyd, S.; Sherwat, A.; Tracy, L. R.; Naeger, L. K.; O'Rear, J. J.; Harrington,
P. R. Regulatory Analysis of Effects of Hepatitis C Virus NS5A Polymorphisms on Efficacy of Elbasvir
and Grazoprevir. Gastroenterology 2017, 152 3), 586-597.
https://doi.org/10.1053/J.GASTR0.2016.10.017.

(14) Summa, V.; Ludmerer, S. W.; McCauley, J. A.; Fandozzi, C.; Burlein, C.; Claudio, G.;
Coleman, P. J.; Dimuzio, J. M.; Ferrara, M.; Di Filippo, M.; Gates, A. T.; Graham, D. J.; Harper, S.;
Hazuda, D. J.; Huang, Q.; McHale, C.; Monteagudo, E.; Pucci, V.; Rowley, M.; Rudd, M. T.; Soriano,
A.; Stahlhut, M. W.; Vacca, J. P.; Olsen, D. B.; Liverton, N. J.; Carroll, S. S. MK-5172, a Selective
Inhibitor of Hepatitis C Virus NS3/4a Protease with Broad Activity across Genotypes and Resistant
Variants. Antimicrob. Agents Chemother. 2012, 56 (8), 4161-4167.
https://doi.org/10.1128/AAC.00324-12.

(15) Black S, P. I.; Ingravallo, P. Resistance Analysis of Virologic Failures in Hepatitis C Genotype
1-Infected Patients Treated With Grazoprevir + Elbasvir + Ribavirin: The C-WORTHY Study. In EASL
- The International Liver Congress; Association for the Study of the Liver: Vienna, Austria, 2015.

(16) Di Maio, V. C.; Cento, V.; Lenci, |.; Aragri, M.; Rossi, P.; Barbaliscia, S.; Melis, M.; Verucchi,
G.; Magni, C. F.; Teti, E.; Bertoli, A.; Antonucci, F. P.; Bellocchi, M. C.; Micheli, V.; Masetti, C.;
Landonio, S.; Francioso, S.; Santopaolo, F.; Pellicelli, A.; Calvaruso, V.; Gianserra, L.; Siciliano, M.;
Romagnoli, D.; Cozzolongo, R.; Vecchiet, J.; Morisco, F.; Merli, M.; Brancaccio, G.; Di Biagio, A.;
Loggi, E.; Mastroianni, C. M.; Pace Palitti, V.; Tarquini, P.; Puoti, M.; Taliani, G.; Sarmati, L.; Picciotto,
A.; Vullo, V.; Caporaso, N.; Paoloni, M.; Pasquazzi, C.; Rizzardini, G.; Parruti, G.; Craxi, A.; Babudieri,
S.; Andreoni, M.; Angelico, M.; Perno, C. F.; Ceccherini-Silberstein, F.; Mariani, R.; lapadre, N.;
Grimaldi, A.; Andreone, P.; Menzaghi, B.; Quirino, T.; Pisani, V.; Torti, C.; Bruzzone, B.; De Maria,
A.; Marenco, S.; Nicolini, L. A.; Viscoli, C.; Casinelli, K.; Delle Monache, M.; Lichtner, M.; Aghemo,
A.; Boccaccio, V.; Bruno, S.; Cerrone, M.; Colombo, M.; D’Arminio Monforte, A.; Danieli, E.; Donato,
F.; Gubertini, G.; Lleo, A.; Mancon, A.; Monico, S.; Niero, F.; Russo, M. L.; Gnocchi, M.; Orro, A;
Milanesi, L.; Baldelli, E.; Bertolotti, M.; Borghi, V.; Mussini, C.; Gaeta, G. B.; Lembo, V.; Sangiovanni,
V.; Di Marco, V.; Mazzola, A.; Petta, S.; D’Amico, E.; Cacciatore, P.; Consorte, A.; Pieri, A.; Polilli, E.;
Sozio, F.; Antenucci, F.; Baiocchi, L.; Biliotti, E.; Biolato, M.; Carioti, L.; Cerasari, G.; Cerva, C.; Ciotti,
M.; D’Ambrosio, C.; D’Ettorre, G.; De Leonardis, F.; De Sanctis, A.; Di Paolo, D.; Furlan, C.; Gallo,
P.; Gasbarrini, A.; Giannelli, V.; Grieco, S.; Lambiase, L.; Lattanzi, B.; Lula, R.; Malagnino, V.;
Manuelli, M.; Miglioresi, L.; Milana, M.; Moretti, A.; Nosotti, L.; Palazzo, D.; Romano, M.; Sarrecchia,
C.; Sforza, D.; Sorbo, M. C.; Spaziante, M.; Svicher, V.; Tisone, G.; Vespasiani-Gentilucci, U.;
D’Adamo, G.; Mangia, A.; Maida, |.; Mura, M. S.; Falconi, L.; Di Giammartino, D. Multiclass HCV
Resistance to Direct-Acting Antiviral Failure in Real-Life Patients Advocates for Tailored Second-Line
Therapies. Liver Int. 2017, 37 (4), 514-528. https://doi.org/10.1111/LIV.13327.

a7 Pilot-Matias, T.; Tripathi, R.; Cohen, D.; Gaultier, I.; Dekhtyar, T.; Lu, L.; Reisch, T.; Irvin, M.;
Hopkins, T.; Pithawalla, R.; Middleton, T.; Ng, T.; McDaniel, K.; Or, Y. S.; Menon, R.; Kempf, D.;
Molla, A.; Collins, C. In Vitro and In Vivo Antiviral Activity and Resistance Profile of the Hepatitis C
Virus NS3/4A Protease Inhibitor ABT-450. Antimicrob. Agents Chemother. 2015, 59 (2), 988.
https://doi.org/10.1128/AAC.04227-14.

(18) Kumada, H.; Chayama, K.; Lino Rodrigues, Jr.; Suzuki, F.; Ikeda, K.; Toyoda, H.; Sato, K;
Karino, Y.; Matsuzaki, Y.; Kioka, K.; Setze, C.; Pilot-Matias, T.; Patwardhan, M.; Vilchez, R. A,;

75




BIBLIOGRAFIA

Burroughs, M.; Redman, R. Randomized Phase 3 Trial of Ombitasvir/Paritaprevir/Ritonavir for
Hepatitis C Virus Genotype 1b-Infected Japanese Patients with or without Cirrhosis. Hepatol. Baltim.
Md 2015, 62 (4), 1037. https://doi.org/10.1002/HEP.27972.

(29) Schnell, G.; Tripathi, R.; Beyer, J.; Reisch, T.; Krishnan, P.; Lu, L.; Dekhtyar, T.; Hall, C;
Vilchez, R. A.; Pilot-Matias, T.; Collins, C. Hepatitis C Virus Genotype 4 Resistance and Subtype
Demographic Characterization of Patients Treated with Ombitasvir plus Paritaprevir/Ritonavir.
Antimicrob. Agents Chemother. 2015, 59 (11), 6807—6815. https://doi.org/10.1128/AAC.01229-15.

(20) Verbinnen, T.; Fevery, B.; Vijgen, L.; Jacobs, T.; De Meyer, S.; Lenz, O. In Vitro Activity of
Simeprevir against Hepatitis C Virus Genotype 1 Clinical Isolates and Its Correlation with NS3
Sequence and Site-Directed Mutants. Antimicrob. Agents Chemother. 2015, 59 (12), 7548-7557.
https://doi.org/10.1128/AAC.01444-15.

(21) Lenz, O.; Verbinnen, T.; Fevery, B.; Tambuyzer, L.; Vijgen, L.; Peeters, M.; Buelens, A.;
Ceulemans, H.; Beumont, M.; Picchio, G.; De Meyer, S. Virology Analyses of HCV lIsolates from
Genotype 1-Infected Patients Treated with Simeprevir plus Peginterferon/Ribavirin in Phase Ilb/lll
Studies. J. Hepatol. 2015, 62 (5), 1008—-1014. https://doi.org/10.1016/.jhep.2014.11.032.

(22) Jensen, S. B.; Serre, S. B. N.; Humes, D. G.; Ramirez, S.; Li, Y. P.; Bukh, J.; Gottwein, J. M.
Substitutions at NS3 Residue 155, 156, or 168 of Hepatitis C Virus Genotypes 2 to 6 Induce Complex
Patterns of Protease Inhibitor Resistance. Antimicrob. Agents Chemother. 2015, 59 (12), 7426.
https://doi.org/10.1128/AAC.01953-15.

(23) Ali, A.; Aydin, C.; Gildemeister, R.; Romano, K. P.; Cao, H.; Ozen, A.; Soumana, D.; Newton,
A.; Petropoulos, C. J.; Huang, W.; Schiffer, C. A. Evaluating the Role of Macrocycles in the
Susceptibility of Hepatitis C Virus NS3/4A Protease Inhibitors to Drug Resistance. ACS Chem. Biol.
2013, 8 (7), 1469. https://doi.org/10.1021/CB400100G.

(24) Barnard, R. J. O.; McHale, C. M.; Newhard, W.; Cheney, C. A.; Graham, D. J.; Himmelberger,
A. L.; Strizki, J.; Hwang, P. M. T.; Rivera, A. A.; Reeves, J. D.; Nickle, D.; DiNubile, M. J.; Hazuda, D.
J.; Mobashery, N. Emergence of Resistance-Associated Variants after Failed Triple Therapy with
Vaniprevir in Treatment-Experienced Non-Cirrhotic Patients with Hepatitis C-Genotype 1 Infection: A
Population and Clonal Analysis. Virology 2013, 443 (2), 278-284.
https://doi.org/10.1016/J.VIROL.2013.05.013.

(25) Gane, E. J.; Schwabe, C.; Hyland, R. H.; Yang, Y.; Svarovskaia, E.; Stamm, L. M.; Brainard,
D. M.; McHutchison, J. G.; Stedman, C. A. Efficacy of the Combination of Sofosbuvir, Velpatasvir,
and the NS3/4A Protease Inhibitor GS-9857 in Treatment-Naive or Previously Treated Patients With
Hepatitis C Virus Genotype 1 or 3 Infections. Gastroenterology 2016, 151 (3), 448-456.el.
https://doi.org/10.1053/j.gastro.2016.05.021.

(26) Harrington, P. R.; Komatsu, T. E.; Deming, D. J.; Donaldson, E. F.; O’'Rear, J. J.; Naeger, L.
K. Impact of Hepatitis C Virus Polymorphisms on Direct-Acting Antiviral Treatment Efficacy:
Regulatory  Analyses and Perspectives. Hepatology 2018, 67 (6), 2430-2448.
https://doi.org/10.1002/HEP.29693.

(27) Gao, M.; Nettles, R. E.; Belema, M.; Snyder, L. B.; Nguyen, V. N.; Fridell, R. A.; Serrano-Wu,
M. H.; Langley, D. R.; Sun, J. H.; O’Boyle, D. R.; Lemm, J. A.; Wang, C.; Knipe, J. O.; Chien, C.;
Colonno, R. J.; Grasela, D. M.; Meanwell, N. A.; Hamann, L. G. Chemical Genetics Strategy Identifies

76




BIBLIOGRAFIA

an HCV NS5A Inhibitor with a Potent Clinical Effect. Nature 2010, 465 (7294), 96-100.
https://doi.org/10.1038/NATURE08960.

(28) Everson, G. T.; Sims, K. D.; Rodriguez-Torres, M.; Hézode, C.; Lawitz, E.; Bourliére, M.;
Loustaud-Ratti, V.; Rustgi, V.; Schwartz, H.; Tatum, H.; Marcellin, P.; Pol, S.; Thuluvath, P. J.; Eley,
T.; Wang, X.; Huang, S. P.; McPhee, F.; Wind-Rotolo, M.; Chung, E.; Pasquinelli, C.; Grasela, D. M.;
Gardiner, D. F. Efficacy of an Interferon- and Ribavirin-Free Regimen of Daclatasvir, Asunaprevir,
and BMS-791325 in Treatment-Naive Patients with HCV Genotype 1 Infection. Gastroenterology
2014, 146 (2), 420-429. https://doi.org/10.1053/J.GASTR0.2013.10.057.

(29) Zeuzem, S.; Ghalib, R.; Reddy, K. R.; Pockros, P. J.; Ari, Z. B.; Zhao, Y.; Brown, D. D.; Wan,
S.; DiNubile, M. J.; Nguyen, B. Y.; Robertson, M. N.; Wahl, J.; Barr, E.; Butterton, J. R. Grazoprevir-
Elbasvir Combination Therapy for Treatment-Naive Cirrhotic and Noncirrhotic Patients With Chronic
Hepatitis C Virus Genotype 1, 4, or 6 Infection: A Randomized Trial. Ann. Intern. Med. 2015, 163 (1),
1-13. https://doi.org/10.7326/M15-0785.

(30) Manns, M.; Samuel, D.; Gane, E. J.; Mutimer, D.; McCaughan, G.; Buti, M.; Prieto, M.;
Calleja, J. L.; Peck-Radosavljevic, M.; Mullhaupt, B.; Agarwal, K.; Angus, P.; Yoshida, E. M.;
Colombo, M.; Rizzetto, M.; Dvory-Sobol, H.; Denning, J.; Arterburn, S.; Pang, P. S.; Brainard, D.;
McHutchison, J. G.; Dufour, J.-F.; Van Vlierberghe, H.; van Hoek, B.; Forns, X. Ledipasvir and
Sofosbuvir plus Ribavirin in Patients with Genotype 1 or 4 Hepatitis C Virus Infection and Advanced
Liver Disease: A Multicentre, Open-Label, Randomised, Phase 2 Trial. Lancet Infect. Dis. 2016, 16
(6), 685-697. https://doi.org/10.1016/S1473-3099(16)00052-9.

(32) Zhou, N.; Hernandez, D.; Ueland, J.; Yang, X.; Yu, F.; Sims, K.; Yin, P. D.; McPhee, F. NS5A
Sequence Heterogeneity and Mechanisms of Daclatasvir Resistance in Hepatitis C Virus Genotype
4 Infection. J. Infect. Dis. 2016, 213 (2), 206. https://doi.org/10.1093/INFDIS/JIV379.

(32) Feld, J. J.; Kowdley, K. V.; Coakley, E.; Sigal, S.; Nelson, D. R.; Crawford, D.; Weiland, O.;
Aguilar, H.; Xiong, J.; Pilot-Matias, T.; DaSilva-Tillmann, B.; Larsen, L.; Podsadecki, T.; Bernstein, B.
Treatment of HCV with ABT-450/r—Ombitasvir and Dasabuvir with Ribavirin. N. Engl. J. Med. 2014,
370 an, 1594-1603.
https://doi.org/10.1056/NEJMOA1315722/SUPPL_FILE/NEJMOA1315722 DISCLOSURES.PDF.

(33) Krishnan, P.; Tripathi, R.; Schnell, G.; Reisch, T.; Beyer, J.; Irvin, M.; Xie, W.; Larsen, L.;
Cohen, D.; Podsadecki, T.; Pilot-Matias, T.; Collins, C. Resistance Analysis of Baseline and
Treatment-Emergent Variants in Hepatitis C Virus Genotype 1 in the AVIATOR Study with
Paritaprevir-Ritonavir, Ombitasvir, and Dasabuvir. Antimicrob. Agents Chemother. 2015, 59 (9),
5445. https://doi.org/10.1128/AAC.00998-15.

(34) Poordad, F.; Pol, S.; Asatryan, A.; Buti, M.; Shaw, D.; Hézode, C.; Felizarta, F.; Reindollar,
R. W.; Gordon, S. C.; Pianko, S.; Fried, M. W.; Bernstein, D. E.; Gallant, J.; Lin, C. W.; Lei, Y.; Ng, T.
I.; Krishnan, P.; Kopecky-Bromberg, S.; Kort, J.; Mensa, F. J. Glecaprevir/Pibrentasvir in Patients with
Hepatitis C Virus Genotype 1 or 4 and Past Direct-Acting Antiviral Treatment Failure. Hepatology
2018, 67 (4), 1253-1260. https://doi.org/10.1002/HEP.29671/SUPPINFO.

(35) Feld, J. J.; Jacobson, I. M.; Hézode, C.; Asselah, T.; Ruane, P. J.; Gruener, N.; Abergel, A;;
Mangia, A.; Lai, C.-L.; Chan, H. L. Y.; Mazzotta, F.; Moreno, C.; Yoshida, E.; Shafran, S. D.; Towner,
W. J.; Tran, T. T.; McNally, J.; Osinusi, A.; Svarovskaia, E.; Zhu, Y.; Brainard, D. M.; McHutchison,
J. G.; Agarwal, K.; Zeuzem, S. Sofosbuvir and Velpatasvir for HCV Genotype 1, 2, 4, 5, and 6

77




BIBLIOGRAFIA

Infection. N. Engl. J. Med. 2015, 373 27), 2599-2607.
https://doi.org/10.1056/NEJMOA1512610/SUPPL_FILE/NEJIMOA1512610_ DISCLOSURES.PDF.

(36) Lawitz, E. J.; Dvory-Sobol, H.; Doehle, B. P.; Worth, A. S.; McNally, J.; Brainard, D. M.; Link,
J. O.; Miller, M. D.; Mo, H. Clinical Resistance to Velpatasvir (GS-5816), a Novel Pan-Genotypic
Inhibitor of the Hepatitis C Virus NS5A Protein. Antimicrob. Agents Chemother. 2016, 60 (9), 5368.
https://doi.org/10.1128/AAC.00763-16.

(37) Korba, B. E.; Montero, A. B.; Farrar, K.; Gaye, K.; Mukerjee, S.; Ayers, M. S.; Rossignol, J.-
F. Nitazoxanide, Tizoxanide and Other Thiazolides Are Potent Inhibitors of Hepatitis B Virus and
Hepatitis C Virus Replication. Antiviral Res. 2008, 77 (D), 56—63.
https://doi.org/10.1016/j.antiviral.2007.08.005.

(38) Rossignol, J. F.; Keeffe, E. B. Thiazolides: A New Class of Drugs for the Treatment of Chronic
Hepatitis B and C. Future Microbiol. 2008, 3 (5), 539-545. https://doi.org/10.2217/17460913.3.5.539.

(39) Wang, X.-Y.; Chen, H.-S. Emerging Antivirals for the Treatment of Hepatitis B. World J.
Gastroenterol. 2014, 20 (24), 7707-7717. https://doi.org/10.3748/wjg.v20.i24.7707.

(40) Dubreuil, L.; Houcke, I.; Mouton, Y.; Rossignol, J. F. In Vitro Evaluation of Activities of
Nitazoxanide and Tizoxanide against Anaerobes and Aerobic Organisms. Antimicrob. Agents
Chemother. 1996, 40 (10), 2266—2270. https://doi.org/10.1128/AAC.40.10.2266.

(42) Sood, S.; Maddiboyina, B.; Rawat, P.; Garg, A. K.; Foudah, A. I.; Alam, A.; Aldawsari, H. M.;
Riadi, Y.; Singh, S.; Kesharwani, P. Enhancing the Solubility of Nitazoxanide with Solid Dispersions
Technique: Formulation, Evaluation, and Cytotoxicity Study. J. Biomater. Sci. Polym. Ed. 2020, 32
(4), 477-487. https://doi.org/10.1080/09205063.2020.1844506.

(42) Kumar, S.; Dilbaghi, N.; Saharan, R.; Bhanjana, G. Nanotechnology as Emerging Tool for
Enhancing Solubility of Poorly Water-Soluble Drugs. 2012. https://doi.org/10.1007/s12668-012-0060-
7.

(43) J.F. Rossignol, R. C. Synthesis and Antiparasitic Activity of 2-Benzamido Nitrothiazoles.
Chem Abstr 1975, 83, 28216.

(44) Rajoli, R. K. R.; Pertinez, H.; Arshad, U.; Box, H.; Tatham, L.; Curley, P.; Neary, M.; Sharp,
J.; Liptrott, N. J.; Valentijn, A.; David, C.; Rannard, S. P.; Aljayyoussi, G.; Pennington, S. H.; Hill, A,;
Boffito, M.; Ward, S. A.; Khoo, S. H.; Bray, P. G.; O'Neill, P. M.; Hong, W. D.; Biagini, G. A.; Owen,
A. Dose Prediction for Repurposing Nitazoxanide in SARS-CoV-2 Treatment or Chemoprophylaxis.
Br. J. Clin. Pharmacol. 2021, 87 (4), 2078—2088. https://doi.org/10.1111/BCP.14619.

(45) Zhao, Z.; Xue, F.; Zhang, L.; Zhang, K.; Fei, C.; Zheng, W.; Wang, X.; Wang, M.; Zhao, Z.;
Meng, X. The Pharmacokinetics of Nitazoxanide Active Metabolite (Tizoxanide) in Goats and Its
Protein Binding Ability in Vitro. J. Vet. Pharmacol. Ther. 2010, 33 (2), 147-153.
https://doi.org/10.1111/j.1365-2885.2009.01119.x.

(46) Shakya, A.; Bhat, H. R.; Ghosh, S. K. Update on Nitazoxanide: A Multifunctional
Chemotherapeutic  Agent. Curr. Drug Discov. Technol. 2018, 15 (3), 201-213.
https://doi.org/10.2174/1570163814666170727130003.

47 Hoffman, P. S.; Sisson, G.; Croxen, M. A.; Welch, K.; Harman, W. D.; Cremades, N.; Morash,
M. G. Antiparasitic Drug Nitazoxanide Inhibits the Pyruvate Oxidoreductases of Helicobacter Pylori,

78




BIBLIOGRAFIA

Selected Anaerobic Bacteria and Parasites, and Campylobacter Jejuni. Antimicrob. Agents
Chemother. 2007, 51 (3), 868—876. https://doi.org/10.1128/AAC.01159-06/ASSET/419479E7-E2CB-
48A0-972B-DD0038DB2B58/ASSETS/GRAPHIC/ZAC0030763570009.JPEG.

(48) Zhao, F.; Xie, X.; Tan, X.; Yu, H.; Tian, M.; Lv, H.; Qin, C.; Qi, J.; Zhu, Q. The Functions of
Hepatitis B Virus Encoding Proteins: Viral Persistence and Liver Pathogenesis. Front. Immunol. 2021,
12, 3208. https://doi.org/10.3389/FIMMU.2021.691766/BIBTEX.

(49) Sekiba, K.; Otsuka, M.; Ohno, M.; Yamagami, M.; Kishikawa, T.; Suzuki, T.; Ishibashi, R.;
Seimiya, T.; Tanaka, E.; Koike, K. Inhibition of HBV Transcription From cccDNA With Nitazoxanide
by Targeting the HBx-DDB1 Interaction. CMGH 2019, 7 (2, 297-312.
https://doi.org/10.1016/j.jcmgh.2018.10.010.

(50) Scheel, T. K. H.; Rice, C. M. Understanding the Hepatitis C Virus Life Cycle Paves the Way
for Highly Effective Therapies. Nat. Med. 2013 197 2013, 19 (7), 837-849.
https://doi.org/10.1038/nm.3248.

(52) CNQFB. Guia de Validacion de Métodos Analiticos; 2002.

(52) Batist, G.; Barton, J.; Chaikin, P.; Swenson, C.; Welles, L. Myocet (Liposome-Encapsulated
Doxorubicin Citrate): A New Approach in Breast Cancer Therapy.
http://dx.doi.org/10.1517/14656566.3.12.1739 2005, 3 (12), 1739-1751.
https://doi.org/10.1517/14656566.3.12.1739.

(53) Avgoustakis, K.; Beletsi, A.; Panagi, Z.; Klepetsanis, P.; Karydas, A. G.; Ithakissios, D. S.
PLGA—-mPEG Nanoparticles of Cisplatin: In Vitro Nanoparticle Degradation, in Vitro Drug Release
and in Vivo Drug Residence in Blood Properties. J. Controlled Release 2002, 79 (1-3), 123-135.
https://doi.org/10.1016/S0168-3659(01)00530-2.

(54) Yunes, P.; Masoud, F.; Majid, M. Recent Advances on Liposomal Nanoparticles: Synthesis,
Characterization and Biomedical Applications. Nanomedicine, and Biotechnology 45 (4), 788—799.
https://doi.org/10.1080/21691401.2017.1282496.

(55) WANG, Z.; DONG, J.; ZHAO, Q.; YING, Y.; ZHANG, L.; ZOU, J.; ZHAO, S.; WANG, J,;
ZHAO, Y.; JIANG, S. Gold Nanoparticle-Mediated Delivery of Paclitaxel and Nucleic Acids for Cancer
Therapy. Mol. Med. Rep. 2020, 22 (6), 4475. https://doi.org/10.3892/MMR.2020.11580.

(56) Poostforooshan, J.; Belbekhouche, S.; Shaban, M.; Alphonse, V.; Habert, D.; Bousserrhine,
N.; Courty, J.; Weber, A. P. Aerosol-Assisted Synthesis of Tailor-Made Hollow Mesoporous Silica
Microspheres for Controlled Release of Antibacterial and Anticancer Agents. ACS Appl. Mater.
Interfaces 2020, 12 (6), 6885-6898.
https://doi.org/10.1021/ACSAMI.9B20510/SUPPL_FILE/AM9B20510_SI_001.PDF.

(57) Liu, Z.; Chen, K.; Davis, C.; Sherlock, S.; Cao, Q.; Chen, X.; Dai, H. Drug Delivery with
Carbon Nanotubes for In Vivo Cancer Treatment. Cancer Res. 2008, 68 (16), 6652—6660.
https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-08-1468.

(58) Barone, P. W.; Baik, S.; Heller, D. A.; Strano, M. S. Near-Infrared Optical Sensors Based on
Single-Walled Carbon Nanotubes. Nat. Mater. 2004 41 2004, 4 (1), 86-92.
https://doi.org/10.1038/nmat1276.

79




BIBLIOGRAFIA

(59) Mc Carthy, D. J.; Malhotra, M.; O’'Mahony, A. M.; Cryan, J. F.; O’Driscoll, C. M. Nanoparticles
and the Blood-Brain Barrier; Advancing from in-Vitro Models towards Therapeutic Significance.
Pharm. Res. 2015, 32 (4), 1161-1185. https://doi.org/10.1007/S11095-014-1545-6.

(60) Ruth J. Lancheros; José Angel Belefio; Carlos Arturo Guerrero; Rubén Dario Godoy-Silva.
Produccion de Nanoparticulas de PLGA Por El Método de Emulsién y Evaporacién Para Encapsular
N-Acetilcisteina (NAC). Univ. Sci. 2014, 19 (2), 161-168.

(61) Ghorbani, H.; Mehr, F.; Pazoki, H.; Rahmani, B. Synthesis of ZnO Nanoparticles by
Precipitation Method. Orient. J. Chem. 2015, 31 (2), 1219-1221. https://doi.org/10.13005/0jc/310281.

(62) Kao, Y. Y.; Chiung, Y. M.; Chen, Y. C.; Cheng, T. J.; Liu, P. S. Zinc Oxide Nanopatrticles
Interfere With Zinc lon Homeostasis to Cause Cytotoxicity. Toxicol. Sci. 2012, 125 (2), 462-472.
https://doi.org/10.1093/TOXSCI/KFR319.

(63) Guerrero, S. E. P.; Benitez, R. B.; Villa, R. A. S.; Corredor, J. A. G. Sintesis de Nanoparticulas
de Oxido de Hierro Usando Extracto Acuoso de Eucalyptus Grandis. DYNA 2021, 88 (216), 220—
226. https://doi.org/10.15446/dyna.v88n216.89031.

(64) Sagadevan, S.; Vennila, S.; Marlinda, A. R.; Al-Douri, Y.; Rafie Johan, M.; Anita Lett, J.
Synthesis and Evaluation of the Structural, Optical, and Antibacterial Properties of Copper Oxide
Nanoparticles. Appl. Phys. 2019 1258 2019, 125 (8), 1-9. https://doi.org/10.1007/S00339-019-2785-
4.

(65) Tewes, F.; Munnier, E.; Antoon, B.; Ngaboni Okassa, L.; Cohen-Jonathan, S.; Marchais, H.;
Douziech-Eyrolles, L.; Soucé, M.; Dubois, P.; Chourpa, I. Comparative Study of Doxorubicin-Loaded
Poly(Lactide-Co-Glycolide) Nanoparticles Prepared by Single and Double Emulsion Methods. Eur. J.
Pharm. Biopharm. 2007, 66 (3), 488—492. https://doi.org/10.1016/J.EJPB.2007.02.016.

(66) de la Caridad Esquivel-Figueredo, R.; Maria Mas-Diego, S. Sintesis Biolégica de
Nanoparticulas de Plata: Revision Del Uso Potencial de La Especie Trichoderma Biological Synthesis
of Silver Nanoparticles: Review of Potential Use of Trichoderma Species. 33 (2), 2224-5421.

(67) Byrappa, K.; Ohara, S.; Adschiri, T. Nanoparticles Synthesis Using Supercritical Fluid
Technology — towards Biomedical Applications. Adv. Drug Deliv. Rev. 2008, 60 (3), 299-327.
https://doi.org/10.1016/j.addr.2007.09.001.

(68) Miranda-Guardiola, R. del C.; Carrillo-Pedraza, E. S.; Sosa-Blanco, C. A.; Bustos-Martinez,
D.; Rodriguez-Cantu, M. E. Proceso de Obtencién de Nanoparticulas de Carbono Por Medio de
Pirélisis de Biomasa Con Deposicion Quimica de Vapor | CIETT UANL.
http://ciett.uanl.mx/index.php/portafolio/proceso-de-obtencion-de-nanoparticulas-de-carbono-por-
medio-de-pirolisis-de-biomasa-con-deposicion-quimica-de-vapor/ (accessed 2022-11-22).

(69) Pérez-Tijerina, E.; Gracia Pinilla, M.; Mejia-Rosales, S.; Ortiz-Méndez, U.; Torres, A.; José-
Yacaman, M. Highly Size-Controlled Synthesis of Au/Pd Nanoparticles by Inert-Gas Condensation.
Faraday Discuss 2008, 138, 353—-362. https://doi.org/10.1039/B705913M.

(70) Eshel, G.; Levy, G. J.; Mingelgrin, U.; Singer, M. J. Critical Evaluation of the Use of Laser
Diffraction for Particle-Size Distribution Analysis. Soil Sci. Soc. Am. J. 2004, 68 (3), 736-743.
https://doi.org/10.2136/SSSAJ2004.7360.

80




BIBLIOGRAFIA

(71) Kippax, P. Measuring Particle Size: Using Modern Laser Diffraction Techniques | PCI
Magazine. https://lwww.pcimag.com/articles/82955-measuring-particle-size-using-modern-laser-
diffraction-techniques (accessed 2022-11-22).

(72) Goémez-Gaete, C. NANOPARTICULAS POLIMERICAS: TECNOLOGIA Y APLICACIONES
FARMACEUTICAS. 2014.

(73) Quintanar-Guerrero, D.; Allémann, E.; Fessi, H.; Doelker, E. Preparation Techniques and
Mechanisms of Formation of Biodegradable Nanoparticles from Preformed Polymers. Drug Dev. Ind.
Pharm. 1998, 24 (12), 1113-1128. https://doi.org/10.3109/03639049809108571.

(74) Mohamed, R. M.; Yusoh, K. A Review on the Recent Research of Polycaprolactone (PCL).
Adv. Mater. Res. 2016, 1134, 249-255.,
https://doi.org/10.4028/WWW.SCIENTIFIC.NET/AMR.1134.249.

(75) Paxton, N. C.; Ren, J.; Ainsworth, M. J.; Solanki, A. K.; Jones, J. R.; Allenby, M. C.; Stevens,
M. M.; Woodruff, M. A. Rheological Characterization of Biomaterials Directs Additive Manufacturing
of Strontium-Substituted Bioactive Glass/Polycaprolactone Microfibers. Macromol. Rapid Commun.
2019, 40 (11), 1900019. https://doi.org/10.1002/MARC.201900019.

(76) Leluk, K.; Sobczyk, K.; Borowczak, M. Polycaprolactone — New Insight into Classic Material.
E3S Web Conf. 2018, 44, 00094. https://doi.org/10.1051/E3SCONF/20184400094.

(77) Ramanujam, R.; Sundaram, B.; Janarthanan, G.; Devendran, E.; Venkadasalam, M.; John
Milton, M. C. Biodegradable Polycaprolactone Nanoparticles Based Drug Delivery Systems: A Short
Review. Biosci. Biotechnol. Res. Asia 2018, 15 (3), 679-685. https://doi.org/10.13005/BBRA/2676.

(78) Wang, Y.; Rodriguez-Perez, M. A.; Reis, R. L.; Mano, J. F. Thermal and Thermomechanical
Behaviour of Polycaprolactone and Starch/Polycaprolactone Blends for Biomedical Applications.
Macromol. Mater. Eng. 2005, 290 (8), 792—801. https://doi.org/10.1002/MAME.200500003.

(79) Park, G.-J. Design of Experiments. Anal. Methods Des. Pract. 2007, 309-391.
https://doi.org/10.1007/978-1-84628-473-1_6.

(80) Politis, S. N.; Colombo, P.; Colombo, G.; Rekkas, D. M. Design of Experiments (DoE) in
Pharmaceutical Development. http://dx.doi.org/10.1080/03639045.2017.1291672 2017, 43 (6), 889—
901. https://doi.org/10.1080/03639045.2017.1291672.

(81) R. Cavier, J. F. R. Etude de Diverses Associations d’anthelminthiques Chez La Souris. Rev
Méd Vét 1982, 133, 779-783.

(82) Rossignol, J. F. Nitazoxanide: A First-in-Class Broad-Spectrum Antiviral Agent. Antiviral Res.
2014, 110, 94-103. https://doi.org/10.1016/J.ANTIVIRAL.2014.07.014.

(83) Rocco, P. R. M.; Silva, P. L.; Cruz, F. F.; Melo, M. A. C.; Tierno, P. F. G. M. M.; Moura, M.
A.; de Oliveira, L. F. G.; Lima, C. C.; Dos Santos, E. A.; Junior, W. F.; Fernandes, A. P. S. M,;
Franchini, K. G.; Magri, E.; de Moraes, N. F.; Goncalves, J. M. J.; Carbonieri, M. N.; Dos Santos, .
S.; Paes, N. F.; Maciel, P. V. M.; Rocha, R. P.; de Carvalho, A. F.; Alves, P. A.; Proenca-Mdédena, J.
L.; Cordeiro, A. T.; Trivella, D. B. B.; Marques, R. E.; Luiz, R. R.; Pelosi, P.; e Silva, J. R. L. Early Use
of Nitazoxanide in Mild COVID-19 Disease: Randomised, Placebo-Controlled Trial. Eur. Respir. J.
2021, 58 (1). https://doi.org/10.1183/13993003.03725-2020.

81




BIBLIOGRAFIA

(84) Demetzos, C. Pharmaceutical Nanotechnology: Fundamentals and Practical Applications.
Pharm. Nanotechnol. Fundam. Pract. Appl. 2016, 1-203. https://doi.org/10.1007/978-981-10-0791-
0/COVER.

(85) Hasnain, M. S.; Ahmad, S. A.; Chaudhary, N.; Minhaj, M. A.; Nayak, A. K. Degradation and
Failure of Dental Composite Materials. Appl. Nanocomposite Mater. Dent. 2019, 107-121.
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-813742-0.00006-7.

(86) Tomalia, D. A.; Fréchet, J. M. J. Discovery of Dendrimers and Dendritic Polymers: A Brief
Historical Perspective*. J. Polym. Sci. Part Polym. Chem. 2002, 40 (16), 2719-2728.
https://doi.org/10.1002/POLA.10301.

(87) Svenson, S. Clinical Translation of Nanomedicines. Curr. Opin. Solid State Mater. Sci. 2012,
16 (6), 287—-294. https://doi.org/10.1016/J.COSSMS.2012.10.001.

(88)  Maubert, M.; Soto, L.; Ledn, A. M.; Flores, J. NANOTUBOS DE CARBONO-LA ERA DE LA
NANOTECNOLOGIA.

(89) Barenholz, Y. Doxil® — The First FDA-Approved Nano-Drug: Lessons Learned. J. Controlled
Release 2012, 160 (2), 117-134. https://doi.org/10.1016/J.JCONREL.2012.03.020.

(90) Hong, S.; Choi, D. W.; Kim, H. N.; Park, C. G.; Lee, W.; Park, H. H. Protein-Based
Nanoparticles as Drug Delivery Systems. Pharm. 2020 Vol 12 Page 604 2020, 12 (7), 604.
https://doi.org/10.3390/PHARMACEUTICS12070604.

(92) inal, T. G.; Girsoy, R. N.; Oner, L. Nanocrystal Technology For Oral Delivery of Poorly Water-
Soluble Drugs Nanocrystal Technology View Project.

(92) Thrivikraman, G.; Athirasala, A.; Twohig, C.; Boda, S. K.; Bertassoni, L. E. Biomaterials for
Craniofacial Bone Regeneration. Dent. Clin. 2017, 61 (4), 835-856.
https://doi.org/10.1016/J.CDEN.2017.06.003.

(93) Miele, E.; Spinelli, G. P.; Miele, E.; Tomao, F.; Tomao, S. Albumin-Bound Formulation of
Paclitaxel (Abraxane® ABI-007) in the Treatment of Breast Cancer. Int. J. Nanomedicine 2009, 4 (1),
99-105. https://doi.org/10.2147/1IN.S3061.

(94) Wang, Y. X. J. Current Status of Superparamagnetic Iron Oxide Contrast Agents for Liver
Magnetic Resonance Imaging. World J. Gastroenterol. 2015, 21 (47), 13400.
https://doi.org/10.3748/WJG.V21.147.13400.

(95) Etheridge, M. L.; Campbell, S. A.; Erdman, A. G.; Haynes, C. L.; Wolf, S. M.; McCullough, J.
THE BIG PICTURE ON SMALL MEDICINE: THE STATE OF NANOMEDICINE PRODUCTS
APPROVED FOR USE OR IN CLINICAL TRIALS. Nanomedicine Nanotechnol. Biol. Med. 2013, 9
(1), 1. https://doi.org/10.1016/J.NANO.2012.05.013.

(96) Keeffe, E. B.; Rossignol, J. F. Treatment of Chronic Viral Hepatitis with Nitazoxanide and
Second Generation Thiazolides. World J. Gastroenterol. WJG 2009, 15 (15), 1805.
https://doi.org/10.3748/WJG.15.1805.

(97) Rossignol, J.-F. O.; Stachulski, A. V. Syntheses and Antibacterial Activities of Tizoxanide, an
N-(Nitrothiazolyl)Salicylamide, and Its O-Aryl Glucuronide6. 1999.

82




BIBLIOGRAFIA
(98) CNQFB. Guia de Validacién de Métodos Analiticos; 2002.

(99) Santa Cruz, B. FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD NITAZOXANIDA, 2017.
https://datasheets.scbt.com/sds/eghs/es/sc-212397.pdf.

(100) Abbasalipourkabir, R.; Fallah, M.; Sedighi, F.; Maghsood, A. H.; Javid, S. Nanocapsulation
of Nitazoxanide in Solid Lipid Nanoparticles as a New Drug Delivery System and in Vitro Release
Study. J. Biol. Sci. 2016, 16 (4), 120-127. https://doi.org/10.3923/jbs.2016.120.127.

(101) Leitner, J.; Jurik, S. DSC Study and Thermodynamic Modelling of the System Paracetamol-
o-Acetylsalicylic  Acid. J. Therm. Anal. Calorim. 2017, 130 (3), 1735-1740.
https://doi.org/10.1007/s10973-017-6404-3.

(102) Zapata, D. A. Polimeros biodegradables: una alternativa de futuro a la sostenibilidad del
medio ambiente. 2012.

(103) QUIMIPUR. FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD ALCOHOL POLIVINILICO, 2016.
https://quimipur.com/pdf/alcohol-polivinilico-rev-5.pdf.

(104) Roth. FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD D-MANITOL, 2022.
https://www.carlroth.com/medias/SDB-8883-ES-
ES.pdf?context=bWFzdGVyfHNIY3VyaXR5RGFOYXNoZWV0c3wyMzQ4MTJI8Y XBwhGljYXRpb24v
cGRmMfHNIY3VyaXR5RGFOYXNoZWV0cy90ZGMvaDY4LzkwNjEWNjYWMTQ3NTAucGRmMfDQ5M]
MyNDK2NTQxNDFIN2VjYzQwM2JiMmQ3MTVkMTczM2I30TI2NDNhNmUyY2JIMTk10TgyOWIwN
DcxNjZjZTQ.

(105) Schawe J; R. Riesen; J. Widmann; M. Schubnell. Interpreting DSC Curves Part 1: Dynamic
Measurements.
https://www.eng.uc.edu/~beaucag/Classes/Characterization/DSCParts/Artifacts%20in%20DSC%20
Usercom_11.pdf.

(106) DASH, S.; PADALA NARASIMHA MURTHY; LILAKANTA NATH; PRASANTA
CHOWDHURY. KINETIC MODELING ON DRUG RELEASE FROM CONTROLLED DRUG
DELIVERY SYSTEMS. ACP 67 (3), 217-223.

83




13. ANEXOS

Anexo 1. Resultados de linealidad (areas)

ANEXOS

Anexo 2. Resultados del primer perfil de liberacion de las formulaciones del disefio experimental

Tiempo (h)
0.5

TZX (%)
7.59
7.70
8.39
9.50
15.11
21.87
23.88
25.26
26.77
31.25

F1 (%)
7.12
9.29
14.00
18.35
27.79
41.18
48.71
51.36
53.30
62.38

F2 (%)

7.51

11.47
16.22
20.64
28.80
39.98
46.67
52.67
55.99
59.97

F3 (%)
8.30
13.89
24.37
28.96
37.82
57.79
62.56
68.23
71.44
75.57

F4 (%)
9.69
16.29
25.57
31.90
42.17
61.45
67.29
72.43
74.24
76.39

Tiempo (h)
0.5

TZX (%)

4.96
5.16
6.74
7.71
12.46
14.97
16.75
17.86
20.54
24.74

F1 (%)
6.37
9.36
13.42
19.51
26.37
40.36
48.16
51.26
51.75
55.87

F2 (%)

6.74
8.64

14.32
17.77
29.51
40.27
44.49
49.12
52.51
56.78

F3 (%)
6.81
8.46
17.81
19.51
31.19
44.92
50.04
54.96
58.47
66.55

F4 (%)
8.12
13.95
19.58
23.79
33.75
47.37
53.19
59.54
60.69
71.05

84

Areas
Concentracion (ug/mL) DY Rl
Curval | Curva2 | Curva3 | Curval | Curva2 | Curva3 | Promedio DE CcVv
0.5 244926 | 245644 | 245494 | 246888 | 246687 | 244526 | 245694.2 | 938.9604 | 0.38
448041 | 452140| 453435| 460171 | 455014 | 447220 | 452670.2 |4769.813 | 1.05
2382678 | 2363766 | 2356749 | 2369827 | 2357215 | 2324350 | 2359098 | 19541.78 | 0.83
10 4656215 | 4634292 | 4631813 | 4621593 | 4618430 | 4556129 | 4619745 | 33880.53|0.73
15 6957357 | 6940981 | 6937834 | 6898799 | 6875942 | 6696577 | 6884582 | 96887.02 | 1.40
20 9482584 | 9413673 | 9532462 | 9317059 | 9311050 | 9136150 | 9365496 | 142701.3|1.52
Pendiente (m) 470826.4 | 467941.7 | 472304.4 | 463141.2 | 462708.4 | 452871.6
Ordenada al origen (b) -12626.6 | -8083.31 | -27648.6 | 10427.52 | 5809.192 | 13677.41
Coeficiente de correlacién lineal (R) | 0.999865 | 0.999913 | 0.999759 | 0.999941 | 0.999928 | 0.999849
Coeficiente de determinacion (R?) 0.999729 | 0.999827 | 0.999519 | 0.999881 | 0.999857 | 0.999699




ANEXOS

Anexo 4. Resultados del perfil de liberacion de las formulaciones optimizadas

Tiempo (h) TZX (%) F OPT 1 (%) F OPT 2 (%) F OPT 3 (%)

0.5 6.20 8.16 8.35 9.57
1 6.57 14.86 17.68 16.43
1.5 7.11 21.39 26.86 25.87
2 7.54 26.67 32.11 31.85
13.37 39.85 42.91 43.39

8 17.33 55.37 62.33 61.71
10 19.80 63.42 68.58 67.58
12 20.56 68.53 7353 72.14
14 20.98 70.97 75.96 74.61
24 25.11 76.12 80.54 80.57
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