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Abreviatura

10X
40X
AZT
SCB/BCS
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CO2
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DLso
DRX
DSC

EPOC
FDA

FEUM
FTIR

GRAS
GSD
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KMnOa
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SIMBOLOS Y ABREVIATURAS.

Definicién

Aumento de objetivo en microscopia 10 veces.

Aumento de objetivo en microscopia 40 veces.

Azitromicina.

Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica, siglas en inglés de
Biopharmaceutical Classification System.

Concentracion minima inhibitoria.

Dioxido de carbono.

Coeficiente de variacion.

Disefio de experimentos.

Dosis Letal para el 50% de la poblacion.

Difraccion de Rayos-X.

Calorimetria diferencial de barrido, siglas en inglés de Differential
Scanning Calorimetry.

Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica.

Administracién de alimentos y medicamentos, siglas en inglés de
Food and Drug Administration.

Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos.

Infrarrojo con transformada de Fourier, siglas en inglés de Fourier
Transform Infra-Red.

Generalmente reconocido como Seguro, siglas en inglés de
Generally Recognized As Safe.

Desviacion estandar geométrica, siglas en inglés de Geometric
Standard Deviation.

Hora.

Acido Clorhidrico.

Instituto Nacional de Estadistica y Geografia.

Kilodaltons.

Permanganato de potasio.

Molar/Molaridad.

Microscopia Electrénica de Transmision.

Minutos.

Diametro de masa media aerodinamica, siglas en inglés de Mass
Median Aerodynamic Diameter.

Microparticulas.
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MSR/RSM

N/A
NaOH
NPs
Pa
PBS

pH
pKa

PLGA
PLLA
PVA
PVC
rpm
SEM

UFC/mL
UNAM
USP

Método de Superficie de Respuesta y siglas en inglés de Response
Surface Methodology

No aplica.

Hidroxido de Sodio.

Nanoparticulas.

Pascales.

Solucion Buffer fosfato-salino, siglas en inglés de Phosphate
Buffered Saline.

Potencial de Hidrégeno.

Logaritmo negativo de la constante de disociacion acida de un
acido débil.

Acido poli (lactico-co-glicdlico).

Acido poli-L-l4ctico.

Alcohol Polivinilico.

Policloruro de vinilo.

Revoluciones por minuto.

Microscopia Electrénica de Barrido, siglas en inglés de Scanning
Electron Microscopy.

Unidades Formadoras de Colonias sobre mililitro.

Universidad Nacional Autonoma de México.

United States Pharmacopeia.

GLOSARIO.

e Micro-nanosistema: lo definimos como una plataforma o vehiculo de
liberacién de farmacos cuyo diametro promedio y distribucion se encuentran
en el limite superior de los nanémetros y el inferior de los micrémetros. Dado
lo anterior, para fines de este trabajo se utilizara el término “microparticulas
(MP’s)” o “microsistema” de liberacion prolongada, el cual ademas es de tipo
matricial por lo que se podria utilizar el térmico “microesferas”.
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RESUMEN

Las vias respiratorias se encuentran revestidas por una capa de mucosa, por lo que
se esta investigando el desarrollar micro o nanoparticulas bioadhesivas cargadas
con farmacos para tratar enfermedades agudas y cronicas de los pulmones, siendo
de interés aquellos farmacos que presentan baja solubilidad y menor eficacia
cuando se administran por la via oral. Estos sistemas particulados ofrecen una
liberacion prolongada, una mejor biodisponibilidad, disminuyen la frecuencia de
dosis, los efectos secundarios y la resistencia bacteriana, para el caso de
antibiéticos. El polimero Gantrez® AN posee propiedades bioadhesivas,
aerolizables, biodegradables y biocompatibles, por lo que es buen candidato para
ser empleado como micro o nanoacarreador pulmonar de farmacos. Por otro lado,
la azitromicina es un antibiético que presenta baja solubilidad acuosa y
biodisponibilidad oral; sin embargo, es administrado por esta via para el tratamiento
de enfermedades respiratorias como la neumonia.

El objetivo de este proyecto fue desarrollar, caracterizar y evaluar un micro-
nanosistema biodegradable y bioadhesivo para la administracién pulmonar de
azitromicina, como una alternativa para el tratamiento de la neumonia.

Para producir las particulas se emple6 el método de emulsién-evaporacion del
disolvente, donde la fase acuosa (X1, 4 y 8 mL) corresponde a una mezcla 90:10
acetona:agua, que contiene el polimero y la azitromicina previamente disueltos por
separado (50, 100 y 150 mg). La fase oleosa estuvo compuesta por aceite mineral
y Span® 80 (X2, al 1 y 3 % p/v) como emulsificante. Con un homogeneizador
ULTRA-TURRAX® se agit6 la fase oleosa, agregando por goteo la fase acuosa,
manteniendo una agitacion de 6000 o 12000 rpm (X3), durante 3.5 0 5 minutos (Xa),
en presencia o ausencia de pordgeno (Xs), segun un Disefio Experimental. La micro-
nanosuspension obtenida se dejo en agitacion magnética durante 24 h. Las
particulas se recuperaron por centrifugacion y se lavaron con cloroformo, para
después ser resuspendidas en una solucion acuosa de manitol al 5% (p/v), y se
liofilizaron. Las particulas optimizadas se caracterizaron por tamafio promedio (Y1),
potencial Z (Y2), rendimiento (Y3) y eficiencia de encapsulacion (Ya), ademas de
estudios por FTIR, Difraccion de Rayos X y DSC para evaluar su estado soélido y las
interacciones que pudieran presentarse. Se realizo el perfil de liberacion de las
particulas con PBS (pH 6.6), a 37 °C, durante 30 h, asi como el modelado
matematico del mismo. Se determind la bioadhesion de los sistemas con soluciones
de mucina y tejido pulmonar de cerdo. También se evaluaron las propiedades
aerolizables de las microparticulas (MP’s) como formulaciones para polvo seco para
inhalacion y como suspension para nebulizacion. Finalmente, para evaluar la
eficacia antibacterial de las particulas, se usaron las cepas bacterianas:
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Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli y Klebsiella pneumoniae.

En la ejecucion del disefio experimental se obtuvieron MP’s, con tamafios de 63 a
5396 nm. Empleando el MSR se seleccionaron los niveles 6ptimos de los factores
de estudio para obtener particulas de tamafio menor a 5 pumy con la mejor eficiencia
de encapsulacién, resultando éptimas aquellas con carga inicial de 100 mg de
azitromicina, las cuales presentaron rendimiento de 81.01 + 2.16%, tamafio de
1104.67 £ 81.67 nm, potencial Z de -22.50 + 0.70 mV y eficiencia de encapsulacion
del 42.17 + 8.36%. De acuerdo con lo observado en el FTIR, no hay formacion de
nuevos enlaces en las particulas cargadas con farmaco. La Difraccién de Rayos-X
evidencio que el farmaco se amorfiza al incorporarse en las particulas. Con DSC se
observdé que no hay interacciones significativas entre los componentes de las
particulas y que el farmaco se encuentra molecularmente disperso en las MP’s. Las
MP’s presentaron una liberacion prolongada, alrededor del 95% del farmaco fue
liberado en 24 h, con un mecanismo de liberacion de transporte de super caso Il, es
decir, por medio de procesos de erosion e hinchamiento por parte de las MP’s. Las
MP’s interactian con las mucinas y presentaron una bioadhesion del 54.9 + 4.5%
en tejido pulmonar. Al formularse como polvo seco para inhalacion, mezclando con
lactosa, presentan buena aerolizacion y una densidad compactada menor a 0.4g/mL
gue sugiere gue las particulas pueden ser depositadas exitosamente en el interior
del pulmon. Cuando se formulan como suspension para nebulizacion se obtiene un
MMDA menor a 3 um y una GSD menor a 2, lo que confirma que la distribucion de
tamafio es estrecha y se encuentra en un tamafio de particula fino, caracteristicas
adecuadas para lograr un suministro eficiente en los pulmones. La actividad de la
azitromicina no se pierde cuando se incorpora en las microparticulas, se obtuvieron
CMI’'s méas grandes en comparacién con el farmaco solo, debido al efecto de la
velocidad de liberacién prolongada que presentan.

Se lograron desarrollar, caracterizar y evaluar microparticulas biodegradables y
bioadhesivas de Gantrez® AN, encapsulando azitromicina bajo condiciones
Optimas, con un tamafo adecuado para administrarse por via pulmonar y con una
eficiencia de encapsulacion suficiente para administrar dosis terapéuticas del
farmaco en el tratamiento de la neumonia.

Xl
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ABSTRACT

The airways are covered by a mucosal layer, so research is underway to develop
bioadhesive micro-nanosystems loaded with drugs to treat acute and chronic lung
diseases, focus on drugs with low solubility and bioavailability when are administered
by oral route. These particulated systems offer prolonged release, better
bioavailability, decrease in dosage frequency, less side effects and bacterial
resistance in the case of antibiotics. Gantrez® AN is a polymer that has bioadhesive,
aerolyzable, biodegradable and biocompatible properties, which lead it to be a good
candidate to pulmonary administration as drug carrier. On the other hand,
Azithromycin is an antibiotic with low aqueous solubility and oral bioavailability,
however, it is administered by this route to treat respiratory diseases such as
pneumonia.

The aim of this project was to develop, characterize and evaluate a biodegradable
and bioadhesive micro-nanosystem for the pulmonary administration of azithromycin
as alternative treatment for pneumonia.

The emulsion-solvent evaporation method was used to produce the particles, where
the aqueous phase contains a mixture 90:10 of acetone:water (X1, 4 and 8 mL),
where the polymer and Azithromycin were previously dissolved by separate (50, 100
and 150 mg). The oil phase consisted of mineral oil and Span® 80 (X2, at 1 and 3%
w/v) as emulsifier. Using an ULTRA-TURRAX® the oleous phase kept on agitation
at 6000 or 12000 rpm (X3), while the agueous phase was added by dripping, during
3.5 or 5 minutes (X4), in the presence or absence of porogen (Xs), according to the
Experimental Design. The obtained suspension was left in magnetic agitation for 24
h in order to evaporate the solvent. The particles were recovered by centrifugation
and washed with chloroform, and then resuspended in an aqueous solution of
mannitol at 5% (w/v), and lyophilized. Optimized particles were characterized by
average size (Y1), Z-Potential (Y2), yield (Y3), and encapsulation efficiency (Ya4),
besides studies by FTIR, X-Ray Diffraction and DSC to evaluate their solid state and
interactions. The release profile was performed in PBS (pH 6.6) as dissolution
medium, at 37 °C, during 30 h, and data were mathematically modeled. Bioadhesion
studies were carried out using mucin solutions and pig lung tissue. The aerolyzable
properties of microparticles were also evaluated as dry powder formulations for
inhalation and aerosol suspension to nebulization. To evaluate the antimicrobial
efficacy, bacterial strains were used: Staphylococcus aureus, Bacillus subitilis,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae.

The microparticles prepared according to the experimental design showed sizes
from 63 to 539641

7 nm. Using the RSM, the optimal factor levels were predicted to obtain particles
with size less than 5 um and the best encapsulation efficiency, so that the optimal

e
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ones were prepared with 100 mg of azithromycin, which presented a size of 1104.67
+ 81.67 nm, a Z-potential of -22.50 + 0.70 mV, a yield of 81.01 + 2.16%, and
encapsulation efficiency of 42.17 + 8.36%. Based on the FTIR analysis, findings
evidenced no formation of new bonds in the drug-loaded particles. The pattern
obtained from X-Ray Diffraction showed that the drug was amorphized when is
incorporated into the particles. It was observed no significant interactions between
components, when thermograms of DSC studies were analyzed, from this it was
suggested that drug is molecularly dispersed in the micro-nanospheres. The
microparticles presented an extended release because 95% of the drug was
released in 24 h by a transport super case Il mechanism, which means that erosion
and swelling processes are involved. Microparticles interact with mucins, presenting
a bioadhesion of 54.9 + 4.5% in lung tissue. When formulated as a dry powder
inhalation, mixing with lactose, particles have good aerolyzation and a tapped
density less than 0.4 g/mL that suggests they can be deposited inside the lung.
When formulated as suspension to nebulize it was determined a MMDA less than 3
pm and a GSD less than 2, confirming the narrow size distribution and a fine particle
size, characteristics suitable for an efficient delivery of particles into the lungs.
Azithromycin activity is not lost when incorporated into microparticles, however,
larger MIC were obtained than free drug, because of the extended release offered
by the particles.

It was possible to develop, characterize and evaluate biodegradable and
bioadhesive microparticles of Gantrez® AN, encapsulating azithromycin under
optimal conditions, with an adequate size to be administered by pulmonary route
and enough encapsulation efficiency to administer a dose according to pneumonia
therapy.

Xl
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1. INTRODUCCION.

Ademéas de la via oral, también existen otras vias de administracion de
medicamentos, como la via pulmonar o inhalatoria. Esta via presenta varias
ventajas en comparacion con la convencional (oral), por ejemplo: principalmente se
evita el metabolismo de primer paso, se puede obtener un efecto local a nivel
pulmonar o efecto sistémico ya que los farmacos pueden atravesar los capilares de
los alveolos hacia el torrente sanguineo, se pueden disminuir la dosis y la frecuencia
de administracion ademas de disminuir los efectos adversos, mientras que la

absorcion de farmacos es mas rapida.

Por otro lado, la investigacion farmacéutica se ha enfocado en el desarrollo de
nuevos sistemas de administracion para farmacos ya existentes, y en colaboracion
con la nanotecnologia se han creado y propuesto novedosos sistemas como lo son
las nanoparticulas y microparticulas poliméricas biodegradables; las cuales son
capaces de encapsular farmacos tanto hidrofilicos como lipofilicos, dependiendo la
metodologia empleada. Ademas de la encapsulacion, estos sistemas presentan
diversas ventajas como proteger el farmaco del ambiente externo, se mejora la
solubilidad de la molécula activa, se puede obtener una liberacién controlada, se
puede dar una mejor biodisponibilidad del farmaco y al emplearse polimeros
biodegradables no es necesario remover los sistemas del organismo, ya que tienen
la capacidad de degradarse en moléculas que no interaccionan con componentes

internos, y que entran a procesos metabolicos normales, por lo que no son toxicos.

Una caracteristica que presenta la via pulmonar es que se encuentra recubierta por
una capa de moco, con lo cual abre un nuevo campo de investigacion, que es el
desarrollo de nanoparticulas y microparticulas poliméricas bioadhesivas, es decir,
pequefios sistemas que son capaces de interactuar con la mucosa, brindandonos
la ventaja de que pueden mantenerse fijos y liberar el farmaco en un sitio especifico

por un tiempo prolongado.

Pagina | 1
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En este proyecto se desarrollaron y evaluaron MP’s poliméricas biodegradables y
bioadhesivas para la administracion pulmonar de farmacos, un sistema enfocado
para el tratamiento de una enfermedad que ocurre a nivel local, como la neumonia,
ya que sigue formado parte de las principales causas de mortalidad en el pais.
Empleando como farmaco modelo la azitromicina, un antibiético que, a pesar de no
ser el indicado como tratamiento principal, forma parte del esquema de tratamiento
de la enfermedad. Siendo un farmaco clase Il, es decir de baja solubilidad y alta
permeabilidad, las MP’s también permitirian mejorar su solubilidad,
biodisponibilidad y disminuir la dosis prescrita, asi como los efectos secundarios

gue se presentan o la resistencia bacteriana.

Las MP’s se obtuvieron por el método de emulsion/evaporacion del disolvente,
empleando un polimero bioadhesivo, biodegradable y biocompatible. Una vez
obtenidas, estos sistemas se caracterizaron: por talla, potencial Z, morfologia,
interaccidon de los componentes por espectroscopia infrarroja con transformada de
Fourier (FTIR) y calorimetria diferencial de barrido (DSC), la estructura cristalina se
evalué por difraccion de rayos X. Se evalud la eficiencia de carga de las
microparticulas, asi como el perfil de liberacién. También se evalué el porcentaje de
bioadhesién empleando tejido de pulmon de cerdo y por interaccion de mucina. Se
formularon las MP’s como polvo seco para inhalacibn y como solucion para
nebulizacion, para estudiar sus propiedades aerolizables. Por ultimo, se evalud la

eficacia de las particulas con estudios in vitro con diferentes cepas bacterianas.

Pagina | 2
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2. ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO.

2.1 Los pulmones.

El “aire”, como lo mencionamos comunmente, no solo estd compuesto de oxigeno
y nitr6geno, sino que, ademas contiene gran cantidad de particulas que se
encuentran suspendidas, que pueden ser sélidas, liquidas, organicas, inorganicas,
bacterias, virus, entre otros, y que forman parte del aire que respiramos en nuestra
vida cotidiana.! Los pulmones son los 6rganos que se encargan del intercambio

gaseoso y de suministrar oxigeno a todas nuestras células.

Los pulmones estan compuestos en total de 5 I6bulos; 3 en el pulmén derecho y 2
en el pulmén izquierdo. 2 En el interior se componen de 23 generaciones de tubos
o conductos ramificados (conocido como arbol traqueobronquial)?, los cuales van
cambiando en cuanto a tipos de células (los 3 principales tipos de células son las
ciliadas, basales y secretoras), el grosor de las vias y el liquido que las recubre (con
un espesor desde 80 nm hasta 10 um aproximadamente). La generacién 0 se
conoce como traquea, posteriormente de la generacibn 1 hasta la 9
aproximadamente se denominan bronquios, de la generacion 10 a la 16 se les
conoce como bronquiolos conductores, estas 16 generaciones se conocen como
zona de conduccion. De la generacion 17 a la 19 se encuentran los bronquiolos
respiratorios, los cuales constituyen la zona de transicion. Ya en la generacion 20
se encuentran las aberturas alveolares, donde terminara en la generacion 23 en
donde se encuentran los sacos alveolares, toda esta region se conoce como zona
respiratoria (ver Figura 1).34° Poseen mas de 300 millones de alvéolos, los cuales
estan revestidos por una red de capilares, siendo un total de 280 mil millones de
capilares, dando lugar a una superficie aproximada de 50 a 140 m?.23 La pared de
los alveolos estd compuesta por células epiteliales alveolares, conocidas como
células alveolares tipo | y tipo Il, estos Ultimos segregan un surfactante que ayuda
a disminuir la tensién superficial en el alvéolo, ademés este surfactante facilita el
intercambio gaseoso en la interfaz entre el epitelio alveolar y los capilares (distancia

aproximada de 0.5 pm).?
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Generacion Diametro, | Longitud, Nimero | Area transversal
cm cm total, cm?
Traquea 0 1.80 12.0 1 2.54
C
0 )
S Bronquio 7 o 1 1.22 4.8 2 2.33
E
S 2| o083 1.9 4 2.13
[
-g 7N\ AN 3 0.56 0.8 8 2.00
§ | Bronquiolos K 4| 045 15 16 2.48
l # 5 0.35 1.07 32 3.11
Bronquiolos ,/ ¢ ¢ i ¢ i
terminales 16 0.06 0.17 6 x 104 180.0
o K 17
c Bronquiolos —=a 18 l l l l
2 _ | respiratorios Gl
219 3 19 0.05 0.10 5 x 105 103
S V'
o uctos
5 4 alveolares A0 T2 |21 l l l l
e > 4 : Ty 22
Sacos alveolares (.7 T 23| 0.04 0.05 | 8 x 108 104

Figura 1. Esquema del arbol tragueobronquial en el pulmén del ser humano, con
sus respectivas dimensiones aproximadas.®

2.2 Viainhalatoria para administracion de farmacos.

Los pulmones son los 6rganos que estan en contacto con el aire, lo que los hace
susceptibles a desarrollar varias enfermedades, como infecciones respiratorias
principalmente. Entre las enfermedades que afectan los pulmones se encuentran:
el asma, la hipertension pulmonar, el trastorno pulmonar obstructivo crénico

(EPOC), la fibrosis quistica, neumonia, tuberculosis, el cancer pulmonar, entre

otros.?2

Para contrarrestar la exposicion de los pulmones al medio ambiente, estos poseen
una capa protectora de moco que cubre todo el epitelio. EI moco es un hidrogel

compuesto principalmente de un 95% de agua, lipidos, sales inérganicas, enzimas
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y glicoproteinas, conocidas como mucinas (en una concentracion de 2 a 5% p/v).
La funcion principal del moco es la de proteger y eliminar moléculas extrafias que
son inhaladas, también funciona como barrera para prevenir la pérdida de agua y
humidificar el aire inhalado. Posee un pH neutro y su grosor varia de 15 a 55 um en
toda la via pulmonar. Las mucinas estan codificadas por los genes MUC,
actualmente se han identificado 21 genes MUC. Las mucinas se dividen en 2
familias: las mucinas asociadas a las membranas, que contribuyen a la sefializacion
intracelular y la formacién de la glicocalix, y las mucinas secretadas, que se
encargan de formar el gel de moco. De los 21 genes que expresan a las mucinas,

14 se encuentran en las vias respiratorias.® 8

La administracion de farmacos por via inhalatoria se considera la via de eleccion
para el tratamiento de enfermedades pulmonares (agudas y crénicas), debido a que
los pulmones poseen gran area superficial, alta permeabilidad, un amplio suministro
de sangre y se evita el metabolismo de primer paso, en comparacion con la via
oral.>1® Ademas de que los farmacos, en este caso antibidticos, se pueden
administrar en menores dosis, con una rapida absorcién y un efecto o respuesta
terapéutica localizada, disminuyendo los efectos secundarios y la resistencia

bacteriana.l!

2.2.1 Dispositivos para la administracién de farmacos a través de la via
pulmonar.

Para poder administrar el farmaco por la via inhalatoria, este puede formularse como
polvo seco, una suspension o una solucion. Para cada formulacién existe un
dispositivo que permite dicha administracion. De acuerdo con el tipo de dispositivo,
existen 3 categorias principales para la administracion de farmacos por via

inhalatoria:1?

« Inhaladores de cartucho presurizado (pMDI, en inglés). Administran

farmacos aerosolizados, el cual se encuentra en una fase liquida con un
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volumen conocido que, al pulsarse, a temperatura ambiente y presion
atmosférica pasa a fase gaseosa, emitiendo una dosis fija en cada pulsacion,
lo que permite una dosificacion exacta. Se emplean desde el afio 1950,
originalmente empleaban como propelentes los clorofluorocarbonados
(CFC), pero de acuerdo con el Protocolo de Montreal de 1987, en el que se
prohibe el uso de sustancias que dafian y agotan la capa de ozono, se
eliminaron y se reemplazaron por los hidrofluoroalcanos (HFA). Con ello
también se hizo un cambio en las formulaciones y valvulas, lo que permitié
obtener tamafios de particulas mas pequefos, ademas de integrar ahora un
contador de inhalaciones restantes, lo cual permite al usuario alertarlo antes
de que el inhalador se quede vacio (Figura 2).13 El farmaco se encuentra en
un tamafio de MMDA entre 2 y 4 um. Las ventajas que presenta este
dispositivo es que puede transportarse facilmente debido a su pequefio
tamafo, son baratos, se pueden administrar multiples dosis y de manera
consistente. La desventaja que presenta es la dificil sincronizaciéon para la
dosificacion y la inhalacién del farmaco, lo que provoca que llegue una menor

dosis a los pulmones (cerca del 10 a 20% de la dosis original).*?

—
-~
Voatos

Cartucho

Fase gaseosa

Formulacién

Envase Ventolin® HFA Flovent® HFA
Valvula

dosificadora Camara de medicion

ccom o 1

Aerosol

Camara de
expansion

Boquilla actuadera

Advair® HFA
Atrovent® HFA

Figura 2. Inhaladores de cartucho presurizado (izquierda) y sus componentes.

Ejemplos encontrados en el mercado con contadores de dosis (derecha).'4
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« Inhaladores de polvo seco (DPI, en inglés). Administran farmacos en dosis

individuales, en forma de polvo, el cual esta contenido en capsulas que deben
pincharse antes de la administracion, donde el polvo va hacia los pulmones
por la fuerza de inhalacién del paciente. Existen los inhaladores de polvo
seco de dosis Unica y dosis multiples, que se emplean desde 1970 y 1980,
respectivamente (Figura 3). Las particulas tienen un tamafio de MMAD de
entre 1y 2 um. Su principal ventaja es que no se requiere coordinacion por
parte del paciente, ya que, estos soélo se activan cuando el paciente inspira,
ademas de que son compactos y portétiles. Las desventajas que se
presentan son: que el paciente no percibe la introduccion del farmaco en la
via respiratoria, perjudicando el cumplimiento del tratamiento y deben
conservarse en un ambiente seco, ya que la humedad facilita la formacion de
aglomerados provocando que el canal se obstruya impidiendo la liberacion

del farmaco.11.12.13

- W

® . ®
Neohaler® HandiHaler Diskhaler®

RespiClick® Flexhaler” Diskus® Ellipta® Pressair®

Figura 3. Diferentes tipos de inhaladores de polvo seco existentes en el mercado

internacional .14

e Nebulizadores. Permiten administrar dosis elevadas de farmacos, ya sea

gue se administre una o varias sustancias en una misma solucion. Generan
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particulas de aerosol con ayuda de una corriente de gas a alta velocidad, que
puede ser aire, oxigeno o con un cristal piezoeléctrico de rapida vibracion
(Figura 4). Las ventajas que presentan estos dispositivos son que, al tratarse
de sélo inspiraciones, puede usarse en pacientes que no tengan la capacidad
de coordinacion y como no se necesita una técnica de inspiraciéon puede
emplearse en pacientes de cualquier edad. La desventaja de estos
dispositivos es que algunos tienden a ser grandes y voluminosos, ademas de
que necesitan por lo regular una fuente de energia externa para su
funcionamiento. El tiempo de administracion del medicamento es mas
prolongado comparado con los otros dispositivos existentes y presentan
grandes pérdidas del farmaco, ya que se ha estimado que con los
dispositivos méas antiguos solo el 10% de la dosis inicial llega a inspirarse y
depositarse eficazmente en los pulmones, pero con los dispositivos actuales

se estima que el 60% de la dosis llega a los pulmones.'213
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» o ~ Interfaz del
— 7 paciente

Volumen/‘?‘ / “NTubo/orificio capilar
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T, ,,‘\ \
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4 3\
~ 4
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\
Nt
Nebulizador de corriente de Nebulizador ultrasénico portatil  Nebulizador de malla vibrante
aire marca Pari LC* marca Omron Healthcare® marca Aerogen Pro®

Figura 4. A) Esquema del funcionamiento de un nebulizador de corriente de aire.
B) Esquema de funcionamiento de un nebulizador ultrasonico. C) Ejemplos de

nebulizadores en el mercado.1*
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2.2.2 Deposicion pulmonar.

Una vez que las particulas entran a los pulmones, estas se depositaran en

diferentes regiones de las vias respiratorias, para ello se definen 5 mecanismos

diferentes de deposicion de particulas en los pulmones, los cuales estan dados por

la didmetro de masa media aerodindmica (MMAD por sus siglas en inglés), que es

el diametro en el que el 50% de la masa del aerosol es mas pequeia y el otro 50%

es mas grande que el pardmetro mencionado,’® la forma de las particulas y si

presentan alguna carga electrostatica, en la Figura 5 se representa cada uno de los

mecanismos descritos a continuacion:

*

Impactacion. Este mecanismo se observa generalmente para inhaladores

de polvo seco (IPS) e inhaladores de dosis medidas (MDI) con tamafios de
particula de masa media de diametro aerodinamico (MMAD) mayores a 5
pMm, en donde las particulas de aerosol pasan a través de la orofaringe a alta
velocidad y con suficiente impulso que, cuando entra a las vias respiratorias
se mantiene su trayectoria sin importar como vaya cambiando la direccion de
la corriente de aire, chocando asi con la pared respiratoria y depositandose

en las regiones de la orofaringe.2®

Sedimentacion. En este mecanismo la fuerza gravitacional es la

responsable de la deposicion de las particulas, ya que va a depender de las
maniobras de respiracion del paciente para que las particulas tengan mayor
tiempo para sedimentarse, por ejemplo conteniendo la respiracion, esto
ocurre principalmente en la region de los bronquiolos, aunque algunas veces
también pueden llegar hasta los alvéolos, se da principalmente con particulas

con tamarios entre 0.5y 5 pm.?15

Difusion. En este mecanismo los movimientos brownianos son los
responsables de la deposicidon de las particulas. Las moléculas que estan en
el tensioactivo pulmonar acuoso provocan un movimiento aleatorio de las

particulas cuando entran en contacto con dichas moléculas, dando lugar a la
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difusion de la particula en la regién alveolar, esto ocurre con particulas

menores a 0.5 ym.?

* FEuerza electrostéatica. Este mecanismo se da cuando las particulas poseen

carga opuesta a la que se presenta en las vias respiratorias.®

* _Intercepcidn. Este mecanismo implica que la deposicion se da cuando una

particula presenta forma alargada o de fibra y uno de sus extremos toca la
pared de las vias respiratorias, principalmente influenciado por la fuerza de

gravedad.16

Impactacién

Intercepcion

Sedimentacion
Fuerza

electrostatica

Difusion
browniana

Figura 5. Mecanismos de deposicion de particulas en el interior de los

pulmones.’
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Se ha descrito que, para lograr un suministro exitoso de particulas en los pulmones,
es que estas deben tener un MMAD de entre 1y 3 um. Cuando las particulas miden
menos de 1 um pueden ser exhaladas hasta en un 80% después de la inspiracion.
Ademas de la influencia del tamafio, existen otros factores que afectan la deposicién
pulmonar: a) el tamafio de la gota/particula formada por el dispositivo empleado
para la administracion, b) la densidad (en caso de polvo seco), ¢) la anatomia de las
vias respiratorias, d) el estado de salud del paciente y e) el patron de respiracion (la

contencion de la respiracion y el flujo respiratorio).*®

2.2.3 Eliminacion de particulas.

Una vez que las particulas son depositadas en los pulmones se encuentran con una
gran variedad de barreras fisicoquimicas y biologicas. Existen varias vias de
eliminacién de particulas y sustancias exdégenas en el interior de los pulmones, se
podrian mencionar la tos, disolucién, aclaramiento mucocilar, fagocitosis por

macroéfagos y translocacion (Figura 6).1°

Macrofago
®) O @] 3 <)
1 \2 Direccion del moco \4

: —————3 0 4

' : e—¢ . : .
[ S }
A

©)

I T T I

Capa acuosa (Sol)

v
Hacia células,
sangre y linfa

Capa mucosa (Gel)

Epitelio ciliado

1: Disolucién !
2: Aclaramiento mucocilar Membrana basal
3: Fagocitosis por macréfagos

4: Translocacién

Figura 6. Vias de eliminacién de particulas depositadas en los pulmones.1®
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En el caso de la eliminacion por disolucién, va a depender del sitio de deposicion y
la cantidad de volumen de fluidos en las vias respiratorias. Si la particula es soluble
en agua, se disolvera facilmente en la capa acuosa, donde puede ser absorbida
hacia torrente sanguineo o linfa, este proceso se lleva acabo de 10 a 20 min,
dependiendo las caracteristicas fisicoquimicas de la molécula, por otro lado,

también puede ser eliminada por medio del aclaramiento mucocilar.*®

La eliminacién por aclaramiento mucocilar ocurre en las vias respiratorias ciliadas;
desde la traquea hasta los bronquios, sobre las cuales se encuentra la capa acuosa
y posteriormente la capa de moco. Debido al movimiento de los cilios se da el
movimiento de la capa de mucosa, la cual transporta las particulas atrapadas en
ella hacia la faringe/laringe, donde el moco es tragado hacia el tracto gastrointestinal
0 puede ser expulsado por medio de la tos. Esto dependera del nimero de cilios, la
cantidad y la calidad del moco, asi como por el tamafio de las particulas, ya que, se
ha observado que particulas grandes son eliminadas de los bronquiolos en 24 h,
mientras que las particulas pequefias menores a 100 nm son eliminadas

completamente en 10 dias.*®

A nivel alveolar se encuentran los macréfagos alveolares, que son los responsables
de la eliminacion de particulas extrafias por medio de fagocitosis, donde las
particulas seran desintegradas (por la presencia de enzimas en el lisosoma
formado) o pueden acumularse en el sistema linfatico, terminando en los ganglios
mediastinales o hiliares, ya que aqui no ocurre el proceso de aclaramiento
mucocilar. Esta eliminacion se lleva acabo de 6 a 12 h después de que las particulas

se depositan en el alvéolo.®

Existe otro mecanismo llamado “Translocacion” en el cual, las particulas transitan
en las células epiteliales por el intersticio hacia el torrente sanguineo o hacia sistema
linfatico (la cual es facilitada debido a los macrofagos). Se cree que el transporte
esta mediado por proteinas, las cuales reconocen a las particulas, uniéndose a ellas
y asi facilitar su reconocimiento por parte de los receptores celulares. Dependiendo
la naturaleza de la particula, es decir, el material con la que esté fabricada, estas

pueden internalizarse en las células y unirse a mitocondrias o al nucleo. En caso de
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que la particula transite al torrente sanguineo puede ser transportada hacia
cualquier 6rgano y causar efectos no deseados, como la acumulacion de plaguetas,
inflamacion, estrés oxidativo, citotoxicidad y respuestas inmunolégicas. Se ha
observado que por este mecanismo las particulas se distribuyen a todo el organismo
después de 1 h de haberse inhalado.®

Otro factor que ayuda a la eliminacion de particulas en el pulmon son las enzimas
catabdlicas, por ejemplo, las isoformas CYP2S y CYP2F se han identificado que
son especificas para el area pulmonar, asi como algunas esterasas y peptidasas,
localizadas en la region tragueobronquial, en donde, moléculas pequefias como los
péptidos pueden estar sujetos a degradacion enzimatica. Se ha informado que las
particulas que logran asentarse en el pulmén periférico tienen un tiempo de

residencia de aproximadamente 24 h en un paciente adulto sano.2202!

2.3 Neumonia en México.

La neumonia forma parte de las 30 causas de mortalidad a nivel mundial. A pesar
de que actualmente existan varias herramientas y métodos de prevencion y
diagnéstico para esta enfermedad, sigue siendo un problema de salud publica en

México.22

La Organizacion Mundial de la Salud define la neumonia como una infeccion de los
pulmones provocada por una gran variedad de microorganismos adquiridos fuera
del ambito hospitalario y que determinan la inflamacion del parénquima pulmonar y
de los espacios alveolares. La neumonia adquirida en la comunidad (NAC) es
aguella patologia que adquiere la poblacién en general y se desarrolla en una
persona no hospitalizada o en los pacientes hospitalizados que presentan esta

infecciéon aguda en las 24 a 48 horas siguientes a su hospitalizacion.??

De acuerdo con el Instituto Mexicano del Seguro Social, la incidencia de esta
enfermedad oscila entre 1.6 y 13.4 casos por 1000 habitantes/afio, esto también

dependera del area geogréfica.??
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En un comunicado de prensa del INEGI sobre “Caracteristicas de las defunciones
registradas en México durante el 2017”, publicado apenas el 31 de octubre de 2018,
coloca a la neumonia y la influenza en la posicion nimero 9 de las principales
causas de muerte, con un total de 21 892 casos, dentro de esta cifra las personas
mayores a 65 afios representan el 64.9%. En cuanto a los menores de 10 afos, la
neumonia se ubica entre las 5 principales causas de muerte.?* Por otro lado, hasta
la semana numero 51, que corresponde del 16 al 22 de diciembre de 2018, el
Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica, registré un total de 110 245 casos

de neumonias y bronconeumonias en el pais.?®

Los sintomas mas frecuentes que presenta una persona que padece neumonia son:
fiebre (con o sin escalofrios), tos (con o sin esputo), dificultad para respirar, dolor de
pecho, crujido sobre la region afectada, egofonia (alteracion de la voz) y leucocitosis

polimorfonuclear.?6

La neumonia puede clasificarse de acuerdo con el agente causal (por ejemplo;
neumonia bacteriana, atipica relacionada a microorganismos poco frecuentes,
virica y hongos), afectacion anatomopatoldgica (lobar, bronconeumonia y neumonia
necrotizante), tipo de huésped (inmunocompetente e inmunodeprimido) y el &mbito

de adquisicién (adquirida en la comunidad y adquirida en el hospital).?’

2.3.1 Tratamiento de la neumonia.

En el caso de NAC causada por bacterias, las mas frecuentes son el Streptococcus
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae, Mycoplasma
pneumoniae, Chlamydia pneumoniae, bacilos Gram-negativos como Escherichia

coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, entre otros.?®

En la mayoria de los casos, la bacteria predominante en la NAC bacteriana es
Streptococcus pneumoniae, ya que, de cada tres neumonias bacterianas, dos
corresponden a dicha bacteria. En cuanto a Haemophilus influenzae, se estima que

causa del 3 al 15% de los casos de NAC. Para el Staphylococcus aureus, esta
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bacteria causa del 2 — 5% de los casos de NAC, principalmente cuando la neumonia
es grave y es presentada por ancianos y pacientes con gripe, cuanto mas grave es
la enfermedad mas frecuente sera la presencia de S. aureus. En el caso de K.
pneumoniae provoca NAC cuando el paciente presenta alguna comorbilidad como
EPOC, asma, diabetes, alcoholismo o estuvieron bajo tratamiento con antibi6tico
previamente, con una prevalencia de 2 a 11% y una tasa de mortalidad aproximada

del 50%, segun la terapia actual, junto con Pseudomonas aeruginosa.??2’

Actualmente existen muchas guias para el tratamiento de la NAC para seleccionar
el mejor tratamiento con antibiético de acuerdo con la gravedad de la enfermedad,
el patdégeno principal y el tipo de paciente. Por ejemplo, una NAC no tan grave la
presentan regularmente jovenes y sin otras enfermedades, esta es causada
comunmente por neumococo 0 microorganismos atipicos, por lo que, se indica
como tratamiento amoxicilina y azitromicina, y como alternativa el uso de una
quinolona. En pacientes que presenten una NAC grave, los patdgenos asociados
comunmente son H. influenzae y bacilos Gram negativos, indicAndose como
tratamiento un beta-lactimico (como ceftriaxona o amoxicilina con acido
clavulanico) junto con un macrolido. En la siguiente tabla (Tabla 1) se muestra el

tratamiento principal de acuerdo con el tipo de microorganismo aislado.?®
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Tabla 1. Tratamiento indicado para la NAC de acuerdo con el microorganismo

aislado.?®

Microorganismo

Tratamiento recomendado

aislado
Streptococcus Eleccion: amoxicilina
pneumoniae Alternativa: quinolona

Legionella pneumophila

Eleccién: quinolona
Alternativa: azitromicina

Mycoplasma
pneumoniae

Eleccion: macrélido
Alternativa: tetraciclinas*

Staphylococcus aureus
resistente a meticilina

Eleccion: linezolid
Alternativas: vancomicina o ceftarolina

Pseudomonas
aeruginosa

Betalactamico antipseudomoénico** +
amikacina
Alternativa: quinolona

Virus influenza

Ceftriaxona + macrélido + oseltamivir
Alternativa: quinolona + oseltamivir

* En &reas con porcentajes elevados de resistencia a los macrélidos.
** Segun el resultado del antibiograma.

En la Tabla 2, se muestra una comparacion del tratamiento de la NAC de acuerdo

con diferentes guias clinicas y el tipo de paciente (si presenta o no comorbilidades).

Tabla 2. Tratamiento de la NAC de acuerdo con diferentes guias clinicas.3°

Norteamericana (IDSA/ATS) Europea Britanica (NICE)
Terapia de . Terapia de . Terapia de .
P . Alternativa P . Alternativa P . Alternativa
eleccion eleccion eleccion
i . . Macroli
S|.n. Macrélido Doxiciclina Amoxicilina Macrélido Amoxicilina ac O_Id.o 0
comorbilidades tetraciclina
Beta- . -
Con L . Aminopenicilina .
- lactamico + Fluorquinolona 0 Fluorquinolona
comorbilidades o + macrélido
macrolido
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2.4 Azitromicina.

En este proyecto se utilizo la azitromicina como farmaco modelo, ya que es uno de
los antibidticos que se prescriben para el tratamiento de NAC, aunque no es de
primera eleccion, puede servir como modelo para ser encapsulado en micro-
nanopaticulas de Gantrez con la idea de que puedan ser utilizadas para otros tipos
de farmacos que presenten caracteristicas parecidas a la azitromicina, asi como
para mejorar el tratamiento cuando se combina con los antibiéticos principales

indicados para la enfermedad.

La azitromicina es un antibidtico de la familia de los macrdlidos, es un derivado
semisintético de la eritromicina, se diferencia de este por la adicion de un atomo de
nitrégeno sustituido con un metilo en el anillo de lactona (Figura 7). Es usado
principalmente para el tratamiento de infecciones respiratorias, otitis media,
infecciones genitales, en la terapia de prevencion de la endocarditis bacteriana en
pacientes sometidos a procedimientos dentales, infecciones dermatolégicas y de

tejidos blandos.31:32

Figura 7. Estructura de azitromicina.3?

Tiene un pKa de 8.74, posee una solubilidad de 0.01 mg/mL, un LogP de 4.02 y de
acuerdo al Sistema de Clasificacion Biofarmaceutica es clase Il, es decir presenta

baja solubilidad pero alta permeabilidad.3? Existe en 3 fases: anhidra, monohidrato
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y dihidrato, siendo el dihidrato la fase mas estable del farmaco. En la siguiente tabla
se muestra la formula empirica, el peso molecular y el numero CAS de cada fase

respectivamente.3!

Tabla 3. Fases de AZT junto con su férmula empirica, peso molecular y nimero

CAS.3!
Eormg d.e Forrr,n.JIa Peso molecular NGMero CAS
azitromicina empirica (g/mal)
Anhidra CssH72N2012 748.98 83905-01-5
Monohidrato C38H72N2012H20 767.02 121479-24-4
Dihidrato C38H72N20122H20 785.00 117772-70-0

La azitromicina presenta un espectro antimicrobiano contra patdbgenos como H.
influenzae, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus agalactiae, Streptococcus
pyogenes, Staphlococcus aureus, Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia
pneumoniae, Legionella pneumophila, Moraxella catarrhalis y otros
microorganismos como Campylobacter, Chlamydia trachomatis y N. gonorrhoeae.**
En cuanto a su mecanismo de accion, actda inhibiendo la sintesis de proteinas en
la subunidad ribosomal 50S de los ribosomas 70S bacterianos, dicha union inhibe
la actividad de la peptidil transferasa e interfiere con la transolacion de aminoacidos

en el proceso de traduccion.323°

Al administrarse por via oral, la azitromicina al ser absorbida se distribuye
ampliamente en todo el cuerpo, excepto en el cerebro y el liquido cefalorraquideo.
Al administrarse por via oral una dosis de 500 mg, la concentracion plasmatica
maxima es de 0.4 ug/mL y aparece de 2 a 3 h después. Cuando se administra una
dosis de 250 mg/dia durante 4 dias, la concentracion plasméatica se mantiene en
0.24 pg/mL. Presenta una biodisponibilidad oral de 37% aproximadamente, un
volumen de distribucion de 31.1 L/kg y un aclaramiento renal de 630 mL/min. Debido
a que el farmaco es absorbido por todos los tejidos y posteriormente es liberado de

estos lentamente es por lo que se sugiere que presenta una vida media prolongada
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de 68 h. Se sugiere que el farmaco presenta metabolismo hepatico y se elimina
principalmente por excrecion biliar y sélo el 12% del farmaco se elimina sin cambios

a través de la orina.3%:32:35

Dentro de los efectos secundarios que se presentan al administrar azitromicina son
mareos, nauseas, vomito, diarrea, dolor abdominal, flatulencia, dolor de cabeza y
trastornos del gusto y olfato, raramente se presenta estrefiimiento, ansiedad,
agitacion y los potencialmente graves pueden ser angioedema e ictericia

colestasica.3135

2.4.1 Formas farmacéuticas de azitromicina.

Actualmente en el mercado existen alrededor de 370 formas farmaceéuticas de
azitromicina entre patentes y genéricos, que corresponden a tabletas, tabletas
recubiertas, capsulas, suspensiones, granulos para suspension, gotas oftalmicas y
polvo liofilizado para inyeccién. Con dosis que van desde los 200 mg hasta los 2 g,
para administrase por via oral, intravenosa y oftalmica, por lo que no existe en el
mercado una formulacién que se administre por via pulmonar.3?

Existen varios estudios sobre desarrollo de particulas encapsulando la azitromicina,
empleando polimeros biodegradables como el &acido poli(lactico-co-glicélico)
(PLGA) o el acido poli-L-lactico (PLLA), donde logran encapsular menos del 60%
del farmaco, realizan perfiles de liberacién in vitro observando que logran obtener
una liberacion sostenida hasta 24 h y evallan las particulas contra diferentes
bacterias, observando que el farmaco encapsulado es mas efectivo que el farmaco
s0l0.38 37:38 Todo lo anterior justifica que la actividad de AZT puede ser mejorada
si se formula en una microparticula, lo cual permitira una mayor eficiencia

comparada con las formulaciones presentes en el mercado.3°
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2.5 Sistemas de liberacion de farmacos basados en particulas poliméricas.

En los dltimos afios, a raiz del surgimiento de la nanotecnologia y con esta la
nanomedicina, la investigacion se ha centrado en el desarrollo de nuevos y
eficientes sistemas de suministro de farmacos, especialmente en el desarrollo de
sistemas micro- y nanoparticulados, como los puntos cudénticos, dendrimeros,
liposomas, microesferas, entre otros, destacando las micro y nanoparticulas
poliméricas. En el caso de las nanoparticulas estas se encuentran en el rango
‘nano” con tamafio de entre 10-1000 nm, por otro lado, las microparticulas

comprenden el rango de tamaro de entre 1 a 1000 um.

Estas particulas estan formadas por una matriz polimérica, en la cual se encuentra
el farmaco. Se distinguen dos tipos de particulas en ambas escalas (nanométros y
micrometros): las nanoesferas y las microesferas (micro-nanoesferas), y por otro
lado las nanocapsulas y las microcapsulas (micro-nanocapsulas) (Figura 8). El
farmaco se puede encontrar de varias maneras en la particula, ya sea como una
mezcla con la matriz polimérica o en el centro y forme el nucleo de la particula,
mientras que el polimero se encuentra rodeandolo. Destacando las micro-
nanoesferas, actualmente existe mucha investigacion de micro-nanoesferas
poliméricas encapsulando farmacos y moléculas para administracion por via
pulmonar, algunos ejemplos son; microesferas de quitosan encapsulando docetaxel
para el tratamiento de cancer de pulmén, las cuales pueden distribuirse
ampliamente en los pulmones®’; nanoesferas de PLGA encapsulando rifampicina
para el tratamiento de tuberculosis, las cuales presentan mejor actividad
antimicrobiana in vitro comparado con el farmaco solo*'; microesferas de PLLA
encapsulando insulina las cuales poseen buenas propiedades aerolizables y una

liberacion sostenida durante 24 h#2, entre otros.
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Figura 8. Representacion esquematica de micro-nanoesferas y micro-

nanocapsulas.*?

Algunas de las razones para encapsular los farmacos, es que, se puede presentar
una liberacion controlada, se protege al farmaco de sufrir degradacion por cualquier
agente en el ambiente externo, se enmascaran las propiedades organolépticas y se

facilita el manejo de compuestos cuando son téxicos.*

Las particulas poliméricas estan hechas de polimeros naturales y/o sintéticos, con
buenas propiedades de biodegradacion, alta estabilidad in vitro e in vivo y
biocompatibilidad, como por ejemplo el acido (Poli-lactico-co-glicélico) (PLGA),

quitosano, alginato, Carbopol®, gelatina, entre otros.

El encapsulamiento de antibidticos en micro-nanosistemas ha llamado la atencion
debido a que la liberacion del farmaco es mas lenta y sostenida, mejorando la
farmacocinética, disminuyendo la dosis, la frecuencia de administracién, y los
efectos no deseados, ayudando en la biodistribucion, la resistencia bateriana y la
terapia, lo cual podria impactar de forma directa en la calidad de vida de los

pacientes que presentan cuadros de neumonia.*> 46
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2.5.1 Procesos para desarrollar microparticulas poliméricas.

Existen varios métodos para producir particulas poliméricas, esto dependera de las
caracteristicas fisicoquimicas del farmaco y las propiedades del polimero,
considerando como el factor mas importante la interaccion entre el farmaco y el

polimero, tomando en cuenta también los disolventes a emplear.4’

Para la preparacion de nanoparticulas y microparticulas es preferible utilizar
polimeros preformados (naturales o sintéticos) en lugar de los monémeros de los
polimeros, ya que asi se evita la presencia de residuos y contaminaciones
potencialmente toxicos que puedan quedar después de los procesos de reaccion y
purificacion, asi como evitar obtener polimeros con un rango de peso molecular muy

heterogéneo.*®

Algunos métodos para preparar particulas son los siguientes:

e Método de emulsién evaporacién/extraccion del solvente.

Este método consiste en 2 pasos; el primero en formar una emulsién simple:
agua en aceite (w/0) o emulsiones dobles, por ejemplo: agua en aceite con agua
(w/o/w) y viceversa en ambos casos. Generalmente en la fase organica se
disuelve el polimero junto con el principio activo en un disolvente volatil, el cual
se emulsifica en una fase acuosa que contiene el tensoactivo, para ello se
requiere la aplicacion de energia externa, como la homogenizacion a alta
velocidad o ultrasonicacion. El segundo paso consiste en evaporar o0 extraer
solvente, esto se puede hacer en condiciones de agitacion magnética a
temperatura ambiente o bajo presion reducida, lo que inducird la precipitacion
del polimero con el farmaco en su interior. Posteriormente, las particulas se
obtienen por ultracentrifugacion y se lavan con agua para eliminar restos de

tensoactivo, para después ser liofilizadas (Figura 9).4:5°
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Figura 9. Esquema del proceso para desarrollar MP’s por emulsion-

evaporacion/extraccion del solvente.>!

Algunas de las ventajas que presenta el producir particulas por este método son:
el obtener un amplio rango de tamafos desde pequefias hasta grandes, ya que
esto se obtiene al modificar las condiciones de velocidad y agitacion.
Dependiendo del tipo de emulsién simple o doble, pueden encapsularse

principios activos hidrof6bicos e hidrofilicos.5%%3

e Nanoprecipitacion por inyeccion.

Este método se conoce también como desolvatacion o desplazamiento de
solvente. Se basa en la deposicion interfacial del polimero y el farmaco disueltos
en una fase organica, la cual se agregara a una fase acuosa, gota a gota bajo
agitacion constante, donde se producira el desplazamiento de la fase organica,
lo que dara lugar a la precipitacion del polimero junto con el farmaco, dando
como resultado la formacion de las particulas instantaneamente, esto ocurre
debido a la disminucion de la tension interfacial entre las fases. Como
disolventes organicos se emplean aquellos que son miscibles en agua (por
ejemplo: acetona, etanol, metanol, entre otros) y pueden ser eliminados
facilmente por evaporacion, el mas usado es la acetona. También se pueden

emplear mezclas binarias de disolventes para la fase organica, esto siempre que
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se mantengan las condiciones de solubilidad y miscibilidad entre los
componentes de las fases. Por otro lado, se puede hacer uso de tensoactivo, el
cual se disuelve en la fase acuosa, esto para dar estabilidad a la suspension

coloidal (Figura 10).50:54.55,
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Figura 10. Esquema del proceso para desarrollar MP’s por nanoprecipitacién por

inyeccion.®®

Algunas ventajas que presenta este método son que se puede aplicar a una gran
variedad de polimeros, péptidos, ciclodextrinas y farmacos anfifilicos, no se
requiere el uso de material especializado, se pueden obtener MP’s con un

tamano definido y una distribuciéon de tamafio estrecha.505455

e Salting-out.

Este método consiste en emplear disolventes miscibles en agua para disolver el
polimero y el farmaco, el mas empleado es la acetona, el cual forma la fase
organica. Por otro lado, para la fase acuosa se utiliza agua junto con el agente
salino (los agentes mas usados son: cloruro de magnesio, cloruro de calcio y
acetato de magnesio) en una alta concentracion para evitar que la acetona se

mezcle con la fase acuosa y empleando un tensoactivo para dar estabilidad a la
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suspension coloidal. La emulsion resultante se obtiene principalmente por el
efecto Ouzo o de emulsion espontanea, donde no es necesario emplear una
fuerza de cizallamiento alta. Posteriormente se agrega un gran volumen de agua
a la emulsion, provocando que la acetona difunda en la fase acuosa, lo que
conduce a la precipitaciéon del polimero, induciendo asi la formacion de las
particulas (Figura 11). Para poder recuperar las particulas y eliminar el agente
salino se emplea la técnica de filtracién por flujo cruzado.4°:50.55

Dilucién

con agua

Fase organica: —
Polimero + farmaco en | S —————
disolvente miscible en agua

+ Emulsificacion (‘
e e

Fase acuosa: . _ =
BB s

Tensoactivo + agente salino
(MgCly; Mg(CH3C00);:CaCly) S

Difusion del disolvente organico a la fase acuosa

Purificacion
e

#* Farmaco Polimero © Tensoactivo

Figura 11. Esguema del proceso para desarrollar MP’s por salting-out.>®

Algunas ventajas de este método son que no se necesita la aplicacion de calor
para la eliminacion de las sales, por lo que puede emplearse para encapsular
farmacos o moléculas sensibles al calor, se evita el uso de disolvente clorados,

los cuales son téxicos para el ser humano y el medio ambiente.*9:50.55

2.6 De la bioadhesién ala mucoadhesién.

Una caracteristica que se encuentra en investigacion es la administracion de

particulas en zonas con mucosa, por lo que se busca desarrollar sistemas

mucoadhesivos para asi disminuir la dosis y efectos secundarios, asegurando el

cumplimiento terapéutico. Para ello se emplean polimeros bioadhesivos. Rodriguez,

Pagina | 25



B ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO |

I.C. (2000) describe la bioadhesion como: “la capacidad de ciertas macromoléculas
sintéticas o biologicas, de adherirse a los tejidos de organismos vivos”. Teniendo en
cuenta que la mayoria de las regiones del organismo donde se administran
farmacos estadn revestidas por una capa de mucus, el término se modifica a
“‘mucoadhesiéon”. Por lo que el objetivo de los sistemas mucoadhesivos es
mantenerse fijos en el lugar donde se pretende realizar la liberacion y/o absorcion
del farmaco, prolongando el tiempo de permanencia. *® Algunas ventajas que se

tienen al usar sistemas bioadhesivos son:

— Reduccion de la frecuencia de administracion del farmaco, esto debido a que
el sistema permanece mas tiempo en la mucosa y hay una liberacion
controlada en el sitio de interés.

— Biodisponibilidad mejorada con una menor concentracion, debido a un
tiempo de contacto prolongado.

— Se evita el metabolismo de primer paso.

— Se previene la degradacion enzimatica de proteinas y péptidos, debido a la
alta intimidad que hay entre el sistema de liberacion y la superficie de

absorcion.>’

Los sistemas mucoadhesivos pueden administrarse por varias rutas, como por
ejemplo la via ocular, nasal, bucal, pulmonar, vaginal y rectal. Para su desarrollo se
emplean polimeros bioadhesivos, en la mayoria de los casos son biodegradables y
presentan baja toxicidad. En la Tabla 4 se mencionan algunos polimeros
bioadhesivos y su respectiva fuerza de bioadhesion, que se emplean para el

desarrollo de particulas mucoadhesivas.>®
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Tabla 4. Polimeros bioadhesivos empleados en el desarrollo de particulas.®

Polimero Fuerza de bioadhesion

Carboximetilcelulosa de sodio Excelente
Carbopol® Excelente
Policarbofil Excelente
Alginato de sodio Excelente
Hidroxipropilmetilcelulosa Excelente
Poli (metil vinil éter-anhidrido co-maleico) Muy buena
Goma karaya Muy buena
Gelatina Muy buena
Goma guar Muy buena

Pectina Buena

Quitosano Buena

Se ha definido que los polimeros bioadhesivos/mucoadhesivos deben poseer las

mismas caracteristicas y deben actuar

como un sistema de administracion de

farmacos. De acuerdo con Vinod et al. (2012) y Sudhakar et al. (2006), un polimero

bioadhesivo ideal debe tener las siguientes caracteristicas:

adhesion.

Debe hincharse en el ambiente biolégico acuoso del sitio de absorcion.

Debe interactuar con los componentes del moco para tener una buena

Debe permitir la liberacion del farmaco cuando se hincha.

Se debe de eliminar o degradar en mondémeros u oligdbmeros no téxicos, no

irritantes, no absorbibles e inactivos.

hidrogeno.

maoco.

Debe poseer cantidad suficiente de grupos quimicos para formar enlaces de

Debe poseer flexibilidad en su cadena.

Debe tener una buena tension superficial para inducir su extension en el

Debe resistir la descomposicion durante su almacenamiento.8
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2.6.1 Poli (metil vinil éter-anhidrido co-maleico)

Entre los polimeros empleados en la industria farmacéutica, otros de gran interés
son los polianhidridos, ya que al igual que los polisacaridos y los poliésteres, son
biodegradables.>®

El copolimero usado en este proyecto es el poli (metil vinil éter-anhidrido co-
maleico) conocido comercialmente como Gantrez® AN, es un polianhidrido que
contiene unidades alternadas de metil vinil éter y anhidrido maleico (Figura 12)%° es
empleado en la industria farmacéutica debido a sus propiedades adhesivas,
biocompatibles, biodegradables y de baja toxicidad oral (DLso en conejillos de indias:
8 a 9 g/kg), se emplea como agente espesante, de suspension, adhesivo para
dentaduras postizas, adyuvante para parches transdérmicos y como protector de
farmacos contra la degradacion. Recientemente se ha recurrido su uso para la
fabricacion de microparticulas y/o nanoparticulas bioadhesivas para administracion
oral principalmente.5.62.63 Fisicamente es un polvo blanco higroscépico e inodoro,
que cuando esta en soluciéon es un liquido viscoso, ligeramente turbio e inodoro.%3
Su férmula empirica es (C4H203-C3HsO)x. Se incluye en la lista de “Generalmente

reconocido como seguro” (GRAS en inglés) de la FDA.54

CH,—CH—CH—CH—F

O—C/ \C—O
= \0/ =

- “n

Figura 12. Estructura quimica de Gantrez® AN o Poli (metil vinil éter-anhidrido co-

maleico).%®

Este copolimero es comercializado por ASHLAND ™, dentro de la serie de Gantrez®
AN existen el 119, 139, 149 y 169, donde la Unica diferencia es el incremento del

peso molecular promedio del copolimero conforme aumenta el niimero.%°
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Actualmente existe una amplia investigacion acerca de la preparacion de MP’s de
Gantrez encapsulando o incorporando farmacos u otras moléculas, principalmente
para una administracion oral, ejemplo de ellos son las microesferas de Gantrez®
encapsulando curcuminay recubiertas con Eudragit® (tamafio aproximado de 5 pm)
para tratar la inflamacién intestinal®, nanoparticulas de Gantrez® y polietileno de
sebacato encapsulando rifampicina (tamafio entre 350 — 450 nm) para el tratamiento
de tuberculosis®’, nanoparticulas de Gantrez®-pegiladas encapsulando paclitaxel
(tamafios de 170 — 190 nm)®® y nanoparticulas de Gantrez® encapsulando
ciclosporina (tamafio de 200 nm).®® En todos los sistemas se buscé obtener una

liberacion controlada y mejorar la permeabilidad del farmaco.

Ademas de la encapsulacion y proteccion de farmacos, también se emplea debido
a gque su superficie puede ser modificada por ligandos sin necesidad de activar sus
grupos funcionales por reacciones adicionales’®, esto para cambiar sus propiedades
fisicoquimicas, mejorar la biodistribucion de las particulas y la liberacién del
farmaco.”

Se ha descrito que las nanoparticulas de este material presentan fuertes
interacciones bioadhesivas con la mucosa intestinal, donde logran ser atrapadas
por el “moco”, en algunos casos se difunden llegando hasta la superficie celular
favoreciendo la absorcién y por lo tanto mejorando la biodisponibilidad del farmaco,

y si no es asi, son eliminadas por medio de la rotacién de moco.6%5%72

Una caracteristica que presentan los polianhidros es la degradacion hidrolitica,
cuando se degrada cada enlace anhidrido da como producto grupos de acido
carboxilico (Figura 13). De acuerdo con la teoria de adsorcion de adhesion, los
acidos carboxilicos pueden mejorar la capacidad de adhesién del polimero al formar
enlaces hidrégeno con componentes de la mucosa, como la mucina y asi prolongar

el tiempo de residencia del polimero dentro del cuerpo.656”

Pagina | 29



B ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO |

- =~ ' N
OCH, OCH,
N - ~ L~
—
o © o O Ho OH ©
. _/n N\ n

Figura 13. Esquema de degradacion de Gantrez® AN.”®

2.6.2 Teorias de mucoadhesion.

Existen 6 principales teorias sobre la mucoadhesion, las cuales describen diferentes
fenémenos que pueden ocurrir para que se logre dicho proceso (Figura 14).

Teoria de la humectaciéon: describe que la adhesion se da como un proceso de
incrustacion, donde el sistema bioadhesivo penetra en la superficie irregular del
sustrato, seguido por un endurecimiento, produciendo un anclaje. Esta teoria se

aplica a sistemas con baja viscosidad, regularmente liquidos.% 74

Teoria de la deshidratacion: describe que un sistema bioadhesivo se gelifica en
contacto con la membrana de la mucosa humeda. Donde el polimero absorbe agua
de la capa de moco hasta llegar a un equilibrio, facilitando la unién, provocando a la
vez un proceso de deshidratacion rapido en la superficie lo que dara lugar a la

adhesion.”

Teoria de la difusién: describe que la adhesién se da por el entrelazamiento de las
cadenas del polimero y el sustrato, por ejemplo, las cadenas de mucina que se
encuentran en el moco, donde la difusién va a depender de varios factores como: el
tiempo de contacto, el coeficiente de difusion del polimero, la densidad de
reticulacion, el peso molecular del polimero, la flexibilidad de la cadena polimérica,
la temperatura, entre otras. Donde, por la existencia de gradientes de concentraciéon
se impulsaran las cadenas del polimero hacia la red del moco y las cadenas de

mucina iran hacia la matriz polimérica, hasta alcanzar un equilibrio de penetracion.
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Se estima que la profundidad para tener una buena mucoadhesion esta en el rango
de 0.2 a2 0.5 ym.58.74.75

Teoria de adsorcion: describe que la adhesion se da por interacciones de superficie
entre el polimero y la mucosa. Estas interacciones pueden ser primarias como los
enlaces covalentes, idnicos o metdlicos, los cuales proporcionan una interaccion
permanente. Otro tipo de interacciones son las secundarias que engloba las fuerzas
de Van Der Waals, puentes de hidrégeno o interaccion hidrofébica. Generalmente

la mucoadhesion se da por interacciones secundarias.>87475

Teoria electrostatica: describe que la adhesion se da por una transferencia de
electrones entre la capa de mucosa y la forma farmacéutica mucoadhesiva, dando
lugar a la formacion de una doble capa de cargas eléctricas formada entre la interfaz
de la mucina contenida en la capa de moco y la matriz polimérica de la forma
farmacéutica mucoadhesiva, esta interaccion va a depender de las diferencias de

las estructuras electrénicas de cada componente. 587475

Teoria mecénica: describe como afecta el area de contacto para que se logre la
adhesion entre la forma farmacéutica mucoadhesiva y la capa de moco. Esta teoria
describe el mecanismo de mucoadhesion principalmente de la cavidad oral, donde
la mucoadhesion dependera de en qué parte de la boca se coloque la forma
farmacéutica, ya que, las superficies irregulares y las microfisuras proporcionaran

un area de mayor contacto, y por lo tanto una mejor mucoadhesién.”
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Figura 14. Ejemplos de los 6 principales mecanismos de mucoadhesion.”

2.6.3 Propiedades que afectan la mucoadhesion.

Existen varias propiedades de los polimeros que terminan afectando su interaccion

con la mucosa, a continuacion, se enlistan algunas propiedades.

*

Concentracion del polimero: Este va a depender de la forma farmacéutica final
en la que se encuentre el polimero. Ya que, en una forma semisolida el polimero
debe estar en una concentracién éptima, por qué en una concentracion mas alta
podria reducir la mucoadhesion por la menor disponibilidad de las cadenas para
interactuar con el moco. En una forma sélida, la mucoadhesion aumenta
conforme se aumente la concentracion.%8

Grado de hidratacion e hinchamiento: Muchos de los polimeros
mucoadhesivos poseen grupos funcionales hidréfilos (grupos hidroxilo y
carboxilo), es decir, que tienen la tendencia de interactuar o disolverse por el
agua y otras sustancias polares, lo que permite la unién por puentes de hidrégeno

con la capa del moco y su hinchamiento en medio acuoso.”* Se ha observado
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que en algunos casos cuando el polimero se encuentra himedo la mucoadhesién
aumenta, esto debido a que cuando el polimero se hidrata tiende a hincharse, en
donde sus cadenas se encuentran relajadas y hay una mayor distancia entre
ellas, lo que conduce a una mayor flexibilidad mejorando la interpenetracion con
la capa de moco. Sin embargo, un exceso de hidratacion del polimero tiende a
disminuir su mucoadhesioén, debido a que se hace mas resbaladizo.%8 74
Reticulacion: Este va relacionado con la propiedad de hinchamiento de los
polimeros. La densidad de reticulacion es inversamente proporcional al grado de
hinchamiento. Una baja densidad de reticulacion da como resultado una mayor
flexibilidad. Por el contrario, si se tiene una alta densidad de reticulacion la
flexibilidad se reduce, disminuyendo la capacidad de las cadenas de polimeros
de interpenetrarse en la capa del moco. En el caso de que se tenga un polimero
muy reticulado, lo mejor es adicionar un promotor de adhesion, como cadenas
poliméricas libres o polimero injertados en la red.8 74

pH: Este parametro puede influir en la mucoadhesion en la interfaz entre el
polimero y la capa de moco, por los grupos ionizables que posee el polimero. La
mayoria de los polimeros son polianiones, los cuales poseen un grupo
carboxilico, se ha observado que presentan buena adhesiéon cuando el pH esta
debajo de su pKa, al aumentar el pH la adhesion va disminuyendo, sin embargo,
no se ha observado una pérdida total de adhesion con pH’s mas altos. También
se ha observado que cuando los grupos carboxilico se protonan reaccionan con
las moléculas de mucina, por medio de la formacién de puentes de hidrégeno.%874
Peso molecular del polimero: Este valor depende mucho del tipo de polimero.
Por lo general se obtiene un enredo efectivo con pesos moleculares altos y la
interpenetracion de las moléculas del polimero se favorece con pesos
moleculares bajos. Se ha observado que las fuerzas de mucoadhesion aumentan
cuando el peso molecular del polimero es hasta 100 000 kDa, después de ese

valor ya no hay mayor bioadhesion.% 74
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3. JUSTIFICACION.

Con base en lo descrito anteriormente, en este trabajo se busca proponer una nueva
forma farmacéutica, basada en las ventajas que ofrece la microencapsulacion,
desarrollando sistemas microparticulados con antibidtico, para mejorar su
solubilidad, disminuir la dosis terapéutica, la frecuencia de administracion y los
efectos secundarios, para el tratamiento de la neumonia, asi como la reduccion del
estado agudo y prolongado de la infeccién que puedan llevar a la mortalidad en la
poblacidon mexicana, siendo mas susceptibles los nifios menores de 10 afios y los
adultos mayores a 50 afos. Haciendo uso de materiales biodegradables que no
comprometan ni ocasionen toxicidad en el organismo para la administracion de
farmacos por medio de la via pulmonar, con el fin de que se realice una rapida
absorcién y se presente un efecto terapéutico casi inmediato, aumentar la
biodisponibilidad y evitar el metabolismo de primer paso, en comparacién de cuando
son administrados por via oral o parenteral. Ademas de utilizar un antibiético y una
formulacibn que presente propiedades tecnolégicas adecuadas para ser
administrada por la via pulmonar, con la finalidad de que se genere un efecto local
y que pueda ser potencialmente administrado en ambas poblaciones susceptibles.
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4. HIPOTESIS.

Es posible encapsular cantidades terapéuticas de azitromicina en sistemas
biodegradables poliméricos microparticulados, los cuales tendran propiedades
tecnologicas aerolizables y bioadhesivas para ser administradas por la via
pulmonar, con una liberacion prolongada y efectivos para el tratamiento de la

neumonia.
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5. OBJETIVO GENERAL.

Desarrollar, caracterizar y evaluar la eficacia in vitro de un sistema microparticulado

biodegradable y bioadhesivo para la administracion pulmonar de azitromicina.

6. OBJETIVOS PARTICULARES.
6.1 Definir materiales poliméricos a emplear, asi como el farmaco modelo

(azitromicina).

6.2 Seleccionar el método de manufactura de las microparticulas y obtener las

condiciones éptimas de preparaciéon mediante un Disefio Experimental.

6.3Llevar a cabo la caracterizacién fisica de las microparticulas optimizados.

6.4 Desarrollar y validar métodos analiticos para cuantificar el farmaco modelo en

las diferentes etapas del proyecto.

6.5 Determinar la eficiencia de encapsulacion del farmaco modelo.

6.6 Formular las microparticulas optimizadas como polvo seco y en aerosol para

inhalacion.

6.7Evaluar in vitro la eficacia de los sistemas obtenidos mediante estudios de

liberacion, pruebas de bioadhesion y propiedades aerodinamicas.

6.8Llevar a cabo estudios de eficacia de las microparticulas en un modelo in vitro

en cepas bacterianas.
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7. MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPO.

e MATERIALES

o Vasos de precipitados de 100,
250 y 1000 mL.
Matraz Erlenmeyer de 100 mL.

Cajas Petri de plastico.

Asa para sembrar.

O

o Probeta de 10, 100 y 250 mL. o Placas de 96 pozos.
o Matraces aforados de 10, 25, 100 Agitadores magnéticos.
y 1000 mL.
o Tubos de ensayo de 15 mL. o Agitador de vidrio.
o Tubos Falcon de 15y 50 mL. o Jeringas de 3 mL.
o Tubos eppendorf de 1.5 mL. o Papel filtro, Whatman.
o Espatula. o Malla nimero 200.
o Celda de cuarzo. o Mortero con pistilo.
o Celda de plastico para Zetasizer. o Tubo de PVC.
o Celda de plastico para medir o Acrilico para pruebas de
Potencial Z. disolucion.
o Membranas de filtracion de
o Puntas de 10y 1000 pL. 10, 8, 3,2,0.8,0.65,0.45y

0.1pum.
o Pulmén de cerdo.

¢ REACTIVOS

FARMACO

Azitromicina anhidra, donado por IIQUIAP, S.A. DE C.V.
POLIMERO

Gantrez® AN — 119, donado por ISP TECHNOLOGIES, INC.
FASE ACUOSA

Agua destilada.

Acetona, SIGMA — ALDRICH.

FASE OLEOSA

Aceite mineral NF55, DROGUERIA COSMOPOLITA.
Span® 80, SIGMA — ALDRICH
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OTROS

Lauril sulfato de sodio, HYCEL
DE MEXICO, S.A. DE C.V.
Bicarbonato de amonio
>99.0%, SIGMA — ALDRICH.
Fosfato de sodio dibasico
anhidro, MEYER.

Fosfato de potasio
monobasico, MERCK.

Tween 80, DROGUERIA
COSMOPOLITA.

Cloruro de sodio, MEYER.

Permanganato de potasio,
BAKER ANALYZED.

Carbonato de potasio anhidro,
FERANDELH, S.A. DE C.V.
D-Manitol, SIGMA —
ALDRICH.

Agua desionizada.

CEPAS BACTERIANAS

Acido clorhidrico, J.T. BAKER.
Alcohol etilico, HYCEL.

Alcohol metilico, MEYER.

Cloroformo anhidro = 99%,
SIGMA — ALDRICH.
Mucina de estbmago porcino
tipo 1, SIGMA — ALDRICH.
Lactosa monohidratada
(LACTOPRESS SD), DFE
pharma.

Agar soya tripticaseina, BD
Bioxon.

Agar cetrimida, BD Bioxon.
Extracto de levadura, BD
Bioxon.

Caldo Muller-Hinton, BD Difco

Las siguientes cepas son aislados de casos clinicos y fueron proporcionadas por
el Dr. Oscar Torres Angeles del cepario del Laboratorio 9 de Microbiologia y
parasitologia de la Facultad de Farmacia.

o Escherichia coli.

o Pseudomonas aeruginosa.
o Staphyloccocus aureus.

o Bacillus subtilis.

o Klebsiella pneumoniae.

Pagina | 38



B MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPO |

O O 0O 0O OO0 OO0 0O o O o o0 o

EQUIPO

Balanza analitica Explorer, marca OHAUS.

pH-metro SM-38W, marca Science MED.
Espectrofotdmetro UV — Vis Cary 60, marca Agilent Technologies.
Centrifuga MIKRO 120, marca Hettich Zentrifugen.
Zetasizer nano ZS90, marca Malvern.
ULTRA-TURRAX® T18 digital, marca IKA.

Estufa IN-HO4, marca J. M. ORTIZ.

Vértex MX-S, marca Science MED.

Parrilla de agitacion, marca Biomega.

Parrilla multiple de agitacién, marca VARIOMAG-USA.
Liofilizador FreeZone 2.5, marca LABCONCO.
Termocirculador Sous vide, marca PolyScience.
Lector de placas EIx808, marca Biotek.

Nebulizador LC Sprint, marca Pari.

Pagina | 39



B METODOLOGIAS |

8. METODOLOGIAS.

8.1 Seleccion y caracterizacion de los materiales.
Se realiz6 una busqueda bibliogréafica sobre los materiales y métodos para preparar

MP’s con polimeros bioadhesivos y biodegradables.

8.1.1 Eleccién del farmaco modelo.
Se buscé informacion sobre los farmacos empleados en el tratamiento de la
neumonia, asi como sus propiedades fisicoquimicas, clasificacion biofarmacéutica,

espectro antimicrobiano y formulaciones existentes en el mercado.

8.1.1.1 Identidad por IR.

Se tomaron alrededor de 3 mg del farmaco modelo (AZT). Para obtener el espectro
IR, la muestra se coloc6 sobre el cristal ATR en un espectrémetro de infrarrojo
marca ABB, modelo MB300, del laboratorio L-322 de la Facultad de Estudios
Superiores, Cuautitlan. El rango de muestreo fue de 500 — 4000 cm™ y se realizaron
150 escaneos la muestra. El espectro obtenido se compar6 con el reportado por el

proveedor.

8.1.1.2 Perfil de difraccion por DRX.

Se tomaron 20 mg del farmaco modelo (AZT). La muestra se colocé en la platina
del difractbmetro de rayos X para polvos marca Bruker, modelo D2 PHASER, de 5
a 45° (208) durante 22 min, en el laboratorio 2 de la Facultad de Farmacia. El
difractograma obtenido se compar6 con los difractogramas existentes del farmaco
en la base de datos del Centro de Datos Cristalograficos de Cambridge, usando el

software Mercury.

8.1.1.3 Identificacion de lalongitud de onda de maxima absorcion.
Se pesé 1 mg de AZT y se disolvid en 1 mL de metanol, posteriormente con la

férmula C1-V1 = C2-V2, se realizaron los célculos para preparar concentraciones de
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AZT en un rango de 25 a 500 pg/mL, en matraces de 10 mL aforando con agua
destilada. En una celda de cuarzo de 1 cm de ancho se colocaron las muestras y
en el espectrofotometro UV-Vis, marca Agilent, modelo Cary 60, se obtuvieron los

espectros de absorcion del farmaco en un rango de 200 — 800 nm.

8.1.2 Pruebas de solubilidad.

Se pesaron 10 mg de Gantrez® AN y AZT, se colocaron en un tubo de ensayo por
separado y se agregaron los disolventes a evaluar en cantidades de 100 uL (etanol,
metanol, acetona, agua, solucion acuosa acida, soluciéon acuosa bésica, solucion
acuosa con PVA, diclorometano, acetato de etilo, cloroformo y aceite mineral),
posteriormente se agitaron en vortex y se observo la muestra hasta que el polimero
o farmaco estuvieran disueltos. Se registro la cantidad de pL agregados de cada

disolvente evaluado.

8.2 Obtencion y optimizacion de las MP’s de Gantrez® AN.

Se emple6é un Disefio Experimental Fraccionado 2%, realizado en el software
Statgraphics Centurion XVI. Se seleccionaron como Factores: el volumen de fase
acuosa (X1), el porcentaje de estabilizante (X2), la velocidad de agitacion (Xs), el
tiempo de agitacién (X4) y el porcentaje de porégeno (Xs), cada uno con sus
respectivos niveles (superior e inferior), ver Tabla 5, teniendo como variable de
respuesta la talla promedio obtenida en nm, este Gltimo factor se seleccioné para
originar poros en el interior de la matriz y generar menos densidad y propiedades
para suspenderse en aerosol. Se obtuvo una matriz de disefio con 16 experimentos

con combinaciones aleatorias de los factores y niveles (Tabla 6).
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Tabla 5. Factores que evaluar en la produccién de las particulas de Gantrez® AN.

Niveles
Factores
0 (+)
X1: Volumen fase acuosa (mL) 4 8
X2: % Estabilizante (Span® 80) 1 5
Xs: Velocidad de agitacion 6 000 12 000
(rpm)
X4: Tiempo de agitacion (min) 1 5
Xs: Porégeno (%) 0 1
Y1: Variable dependiente (respuesta): Talla promedio
en nm
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Tabla 6. Tabla Matriz del Disefio Experimental 25! a ejecutar.

Factores Respuesta
E)S:F)og:iir?]aer?to Volumxeln fase % Esta)é?lizante V_eloq?,(;ad de Tiem);‘o de Por()gé;o %) Talla prorﬁledio +DE
acuosa (mL) (Span® 80) agitacion (rpm) agitacion (min) (nm)
F1 4 1 6 000 1 1
F2 4 5 6 000 1 0
F3 8 5 12 000 1 0
F4 4 1 6 000 5 0
F5 4 5 12 000 1 1
F6 4 1 12 000 5 1
F7 4 5 12 000 5 0
F8 8 5 6 000 5 0
F9 4 5 6 000 5 1
F10 8 5 6 000 1 1
F11 8 5 12 000 5 1
F12 8 1 12 000 5 0
F13 8 1 12 000 1 1
F14 8 1 6 000 5 1
F15 8 1 6 000 1 0
F16 4 1 12 000 1 0
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8.2.1 Preparacion de las microparticulas.

Las MP’s se obtuvieron empleando el método de emulsificacion-evaporacion de
disolvente propuesto por Alcala-Alcala, S et al (2015)7, siguiendo las condiciones
del Disefio Experimental. Se preparé la fase oleosa en un tubo Falcon con 16 mL
de aceite mineral y Span® 80 a la concentracion indicada para cada corrida (X2).
Por otro lado, se preparé el volumen de la fase acuosa (X1) en un vaso de
precipitados con una mezcla acetona:agua (9:1). A continuacion, se pesaron 500
mg de Gantrez® AN y se disolvieron en la fase acuosa, junto con el porégeno,
cuando aplicaba (Xs). Después, la fase oleosa se coloco en un homogeneizador
ULTRA-TURRAX® agitando a diferentes velocidades y tiempos (X3 y Xa); mientras
estaba en funcionamiento el homogeneizador, con la ayuda de una jeringa se
agrego la solucion del polimero gota a gota, esto durante 3 minutos y medio. Una
vez pasado el tiempo, la emulsion obtenida se colocd en un vaso de precipitado y
se dejo en agitacion magnética durante 24 h para evaporar la fase de organica
(acetona). En seguida, las MP’s se recuperaron por centrifugacion a 14000 rpm
durante 20 min. Se realizaron lavados con cloroformo y agua. Por ultimo, se
resuspendieron en agua Yy se liofilizaron con manitol al 5%, a una presién de 5 Pa 'y
una temperatura de -46 °C durante 48 h, en el laboratorio del Dr. Alejandro Alagén

Cano del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

8.2.2 Optimizacion de las MP’s.

Para optimizar el proceso se empleo el Método de Superficie de Respuesta en el
software Statgraphics Centurion XVI, con lo cual se predijeron los niveles de los
factores para obtener la talla de las MP’s de 1 um, con la finalidad de que el sistema
tenga el tamafio adecuado para llegar hasta los bronquiolos y alvéolos. La
produccion de las MP’s se llevo a cabo por triplicado con la metodologia descrita en
el punto 8.2.1 para verificar las predicciones.
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8.3 Caracterizacion de las MP’s.

8.3.1 Tamafo de particula por dispersion de luz dindmica (Y1).

Se resuspendieron 20 mg de particulas en un tubo eppendorf con 1.5 mL de agua
destilada, se agregé Tween 80 hasta obtener una concentracion 1% p/v. Después
se llevaron a un bafio de ultrasonido durante 40 min. En una celda de plastico de 1
cm de grosor se colocaron 1.2 mL de la suspension anterior y se leyeron en un
equipo Zetasizer nano ZS90, a un angulo de deteccién de 90°, con 3 repeticiones
(de 10 lecturas cada una) para cada muestra y un tiempo de equilibrio de 20 s para

una temperatura de 25 °C.

8.3.2 Determinacion de Potencial Z (Y2).

De una suspension de MP’s preparada como en el punto anterior con agua
desionizada y con ayuda de una jeringa se colocaron las muestras en una celda
para la determinacion del potencial Z, y se leyeron en el equipo Zetasizer nano
ZS90, con 3 repeticiones (de 10 lecturas cada una) para cada muestra y un tiempo

de equilibrio de 20 s para una temperatura de 25 °C.

8.3.3 Determinacién del rendimiento del proceso (Y3).
Una vez obtenidas las particulas liofilizadas se pesaron para determinar el

rendimiento porcentual con la siguiente férmula:

o Peso de las particulas liofilizadas
Rendimiento (%) = Peso total de solidos * 100

En donde el peso total corresponde al peso de cada componente empleado para
fabricar las particulas: Gantrez® AN y manitol.”’

8.4 Desarrollo y validacion del método analitico para cuantificar AZT.
Por medio de espectrofotometria UV-Vis, se desarrollé y validé un método para la
cuantificacion del farmaco, evaluando los siguientes pardmetros de desempefio:

linealidad, precision, exactitud, especificidad, limite de deteccion y limite de
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cuantificacion. Para el desarrollo se realiz6 una metodologia por espectrofotometria
de luz visible, a través de un proceso de reduccion con permanganato de potasio,
con una técnica reportada por Ghari T et al (2014). "® El cual consistié en preparar
las siguientes soluciones:
e Solucion de carbonato de potasio (0.1 M).
Se peso 1.3831 g de K2COs que se disolvieron en un matraz volumeétrico con
un poco de agua destilada y se llevo a aforo a 100 mL.
e Solucion de permanganato de potasio (0.001 M).
Se pes6 0.01 g de KMnOa4 que se disolvieron en un matraz volumétrico con
un poco de agua destilada y se llevo a aforo a 50 mL.
e Solucidn stock de azitromicina.
Se pes6 0.05 g de AZT que se disolvieron con un poco de metanol en un
matraz volumétrico y se llevo a afor6 a 10 mL. Posteriormente se tomo una
alicuota de 1 mL de la solucion con metanol y se transfirid a otro matraz

volumétrico con un poco de agua destilada y se llevo a aforé a 50 mL.

Para la curva de calibracion se seleccioné un rango de trabajo de 10, 15, 20, 25y
30 pg/mL. Con ayuda de la formula: Ci-V1 = C2-V2 se realizaron los calculos

necesarios para poder preparar cada una de las concentraciones.

Las muestras se prepararon como sigue: en un matraz volumétrico de 10 mL se
agrego el volumen necesario de la solucién stock de azitromicina, posteriormente
se agrego 1 mL de la soluciéon de KMnOa4, después se agrego 1 mL de la solucién
de K2COs y se llevo a aforo con agua destilada, agitando con voértex. Se dejaron
reaccionar cada una de las muestras 30 min y se midieron en el espectrofotdmetro
UV-Vis marca Agilent, modelo Cary 60, a una longitud de onda de 547 nm. Durante
todo el proceso las muestras se mantuvieron en obscuridad.

Los parametros de desempefio se determinaron como lo estipula la Guia de
Validacion de Métodos Analiticos, editada por el Colegio Nacional de Quimicos

Farmacéuticos Bidlogos México, A.C.:
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» Linealidad: se realiz6 una curva de calibracion con cinco puntos, en un rango de
10 a 30 pg/mL a la longitud de onda seleccionada, con las absorbancias
obtenidas se realiz6 la regresion lineal, para obtener la pendiente, el intercepto,
la ecuacion de la recta y el coeficiente de determinacion (r?). La curva se realizé

por triplicado.

» Precision: se prepararon 3 concentraciones conocidas de la curva (10, 20 y 30
pHg/mL) se leyeron a la longitud de onda seleccionada y se obtuvieron las
absorbancias con las cuales se determind su %CV. Las concentraciones se

realizaron por triplicado.

» Exactitud: se prepararon 3 concentraciones de la curva (10, 20y 30 pg/mL), se
leyeron a la longitud de onda seleccionada, con las absorbancias obtenidas se
calculo el % de recobro, los intervalos de confianza (ICH) y el %CV. Las

concentraciones se realizaron por triplicado.

» Especificidad: se pesaron 10 mg de MP’s sin AZT y con AZT liofilizadas, se
disolvieron en metanol, posteriormente se llevé a acabo la reaccion con KMnOy,
se hizo un barrido de las muestras para identificar si hay o no cambios en la

longitud de onda seleccionada para cuantificar el farmaco.

330
b )

> Limite de deteccion: se determind con la siguiente ecuacion: LD =

donde o es la desviacion estandar de la respuesta y b es la pendiente de la recta

de la ecuacion obtenida en la regresion lineal.

10- o0
b 1

» Limite de cuantificacion: se determind con la siguiente ecuacion: LC =

donde donde o es la desviacion estandar de la respuesta y b es la pendiente de

la recta de la ecuacion obtenida en la regresion lineal.
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8.5 Caracterizacion de las MP’s cargadas con farmaco.

8.5.1 Tamafo de particula, potencial Zy rendimiento del proceso.

Estas determinaciones se realizaron para las MP’s con cantidades iniciales de AZT
(50, 100 y 150 mg), siguiendo la metodologia descrita en los puntos 8.3.1, 8.3.2 y
8.3.3.

8.5.2 Evaluacion de la eficiencia de carga (Ya4).

Para llevar a cabo esta evaluacion se utilizaron las condiciones optimizadas de
manufactura, agregando cantidades iniciales de azitromicina de 50, 100 y 150 mg,
los cuales fueron incorporados de la siguiente manera. Siguiendo el método de
manufactura del punto 8.2.1, la fase acuosa fue separada en dos porciones de 4 mL
cada una, en una de ellas se disolvid el polimero y en otro el farmaco. Al momento
de hacer la emulsion las fases acuosas se incorporaron a la fase oleosa empleando
dos jeringas, recuperando las particulas por centrifugacion y liofilizando a las
condiciones ya descritas. Se pesaron entre 10 y 12 mg de las particulas liofilizadas
que fueron disueltos en 8 mL de metanol. De la solucién anterior se tomd 1 mL y se
llevé a aforo con agua destilada a un volumen de 2.5 mL. De esta Gltima se tomo 1
mL y se agregd a un matraz volumétrico de 10 mL, posteriormente se agregé 1 mL
de la solucién de KMnO4 y 1 mL de la solucion de K2COgs, los cuales se llevaron a
aforo con agua destilada, agitando en vortex. Se dejaron reaccionar cada una de
las muestras 30 min y se midieron en espectrofotometro UV-Vis, a una longitud de
onda de 547 nm. Durante todo el proceso las muestras se mantuvieron en
obscuridad. Con ayuda de la ecuacion de la recta obtenida del método validado
previamente se determiné la concentracidbn de azitromicina contenida en las
particulas en mg, empleando los factores de dilucion correspondientes. Con la
siguiente formula se calculd la eficiencia de carga, la evaluacion se realizd por

triplicado:"®

EC (%) = Cantidad total de AZT encapsulada 100
o) Peso inicial de la AZT X
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8.5.3 Morfologia de las MP’s por Microscopia Electrénica de Barrido (SEM).

Se colocé una pequeiia cantidad de polvo liofilizado de las MP’s (con y sin farmaco)
sobre una cinta de doble cara de carbono. Posteriormente, se recubrieron con oro
con un espesor de ~10 nm, en una maquina de pulverizacion catodica marca JEOL,
modelo JFC-1100, durante 3 min para observarla en el microscopio electrénico de
barrido marca JEOL, modelo JSM-7600F, del Instituto de Investigaciones en
Materiales de la UNAM. También se observé la muestra en polvo liofilizado, sin

recubrir con oro.

8.5.4 Determinacion de la interaccion entre los componentes por
espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR).

Se tomaron alrededor de 3 mg de las materias primas (Gantrez® AN, azitromicina,
manitol), mezclas fisicas con y sin farmaco, MP’s (con y sin farmaco). Para obtener
el espectro IR, cada muestra se coloco sobre el cristal ATR en un espectrometro de
infrarrojo marca ABB, modelo MB300, del laboratorio L-322 de la Facultad de
Estudios Superiores, Cuautitlan. El rango de muestreo fue de 500 — 4000 cm™ y se

realizaron 150 escaneos para cada muestra.

8.5.5 Determinacion del perfil de difraccion por Difraccion de Rayos X (DRX).

Para esta prueba se tomaron 20 mg de las materias primas (Gantrez® AN,
azitromicina, manitol), mezclas fisicas con y sin farmaco, MP’s (con y sin farmaco).
Cada muestra se coloco en la platina del difractometro de rayos X para polvos marca
Bruker, modelo D2 PHASER, de 5 a 45° (20) durante 22 min, en el laboratorio 2 de

la Facultad de Farmacia.

8.5.6 Determinacion de la interaccion de los componentes por Calorimetria
Diferencial de Barrido (DSC).

En charolas herméticas de aluminio Tzero de baja masa de la marca TA, se pesaron
de 3.5 a 5 mg de cada muestra (materias primas, mezclas fisicas, MP’s con y sin
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farmaco), posteriormente con ayuda de la prensa se sellaron las charolas con su
respectiva tapa. Las charolas se colocaron en un calorimetro marca TA Instrument,
modelo Q20. Las muestras se analizaron a una velocidad de 10 °C/min, con un
rango de temperatura de 20 a 350°, con un flujo de nitrdgeno de 50 ml/min. Se us6
indio como referencia para calibrar el equipo, todo lo anterior realizado en el

laboratorio L-322 de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan.

8.6 Evaluacion de la eficacia in vitro de las MP’s.

8.6.1 Estudios de liberacion.

Las pruebas se realizaron con 100 mg de MP’s optimizadas de tres diferentes lotes
(es decir, elaboradas con una cantidad inicial de 100 mg de AZT), los cuales
contenian una cantidad aproximada de 40 mg de AZT. También se colocaron en el
estudio muestras de 40 mg de azitromicina materia prima. Las muestras fueron
colocadas en una membrana de dialisis (corte de peso molecular: 14000 Da), para
el caso de las MPs se colocaron 300 pL de buffer PBS (0.02 M), pH 6.6 con lauril
sulfato de sodio al 0.2% (v/v) para hidratarlas, y para el caso de la AZT materia
prima la muestra se colocé en polvo dentro de la bolsa de didlisis. Después las
bolsas se sumergieron en vasos de precipitado que contenian 30 mL de buffer PBS
(0.02 M) pH 6.6 con lauril sulfato de sodio al 0.2% (v/v) como medio de liberacion.
Los vasos se colocaron en bafio maria a una temperatura de 37 °C, bajo agitacion
magneética a 100 rpm (Figura 15). Se tomaron muestras a los siguientes tiempos:
0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 12, 24 y 30 h, las cuales se midieron por medio de
espectrofotometro Vis con el método validado. La muestra sustraida fue
reemplazada con la misma cantidad de buffer nuevo de PBS para mantener el
volumen constante y condiciones “sink”.3680 Los estudios se realizaron por triplicado,

reportando el perfil de liberacién, en graficos de porcentaje liberado VS tiempo.
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Figura 15. Sistema montado para los estudios de liberacion.

8.6.1.1 Modelado matematico del perfil de liberacion.

Una vez obtenidos los datos de las muestras a diferentes tiempos, se realizé el
modelado matematico (Tabla 7). Para saber qué modelo se ajusta mejor, se

determiné el coeficiente de determinacion (r?) y la constante de velocidad.

Tabla 7. Modelos matematicos empleados para investigar el mecanismo de
liberacion de la AZT de las MP’s.

Modelo matemético Ecuacioén
Orden cero Qt = Qo + Kot
. K;t
Primer orden log Q: =1log Qo - -
Higuchi Qe = Kyt
M
Korsmeyer-Peppas M_t = Kgpt™
Hixson-Crowell VQo - i/E = Kuc
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8.7 Pruebas de bioadhesion.

8.7.1 Por interaccion con soluciones de mucina.

En el estudio se empled mucina de estomago tipo Il al 1 y 2% p/v. Se pesaron 60
mg de MP’s cargadas y liofilizadas que se resuspendieron en 3 mL de buffer de
fosfato-salino, pH 6.6 (0.02 M). Por otro lado, se pesaron 60 mg de mucina que
fueron disueltos en 3 mL de buffer de fosfato-salino, pH 6.6 (0.02 M), por separado.
Posteriormente, la solucion de mucina se mezclé en un tubo de ensayo con la
suspensién de MP’s para obtener una concentracion final de mucina al 1%. La
suspension anterior se colocd en un bafio maria a 37 °C, en agitacion magnética a
100 rpm. Después se tomaron muestras a los 30, 60, 120 y 240 min para determinar
el tamafio promedio y potencial Z, en el equipo Zetasizer Z90, como se describid
antes. Para la prueba con mucina al 2%, se pesaron 120 mg de mucina, siguiendo

el mismo procedimiento. Los experimentos se realizaron por duplicado.8182.83

8.7.2 Por flujo continuo en tejido de pulmon.

Para el ensayo se realizaron cortes de pulmén de cerdo de 2 x 2 cm; el tejido no
recibié ningun tratamiento previo. 30 mg de MP’s con farmaco liofilizadas fueron
esparcidos sobre el pedazo de tejido. El tejido se colocé sobre una rampa a 45° para
permitir que el fluido fluya libremente y se introdujo en una camara con 75 % de
humedad relativa, a temperatura ambiente, durante 10 min para que las MP’s se
hidrataran. Posteriormente, se dejé caer sobre las muestras una solucion de buffer
de PBS, pH 6.6 (0.02 M) con un flujo de 1 mL/min durante 20 min. Una vez
transcurrido el tiempo, las MP’s que permanecieron sobre el tejido fueron
removidas, se secaron en una estufa a 50 °C hasta 24 h, se pesaron y se verificd
gue se mantuviera peso constante. Con la siguiente férmula se calculo el porcentaje
de MP’s que se quedaron adheridas al tejido después de los 20 min (el experimento

se realiz6 6 veces):848586

Peso de micro—nanoparticulas final

% de bioadhesion = x(100)

Peso de micro—nanoparticulas inicial
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8.8 Formulacién de las MP’s y evaluacién de las propiedades aerolizables.

8.8.1 Formulacién como polvo seco para inhalacion.

Para poder evaluar las particulas por medio de la aerosolizacion, se realiz6 la
formulacion de las MP’s como polvo seco para inhalacion. Esto fue realizando
mezclas de MP’s con lactosa de grado inhalable, la cual acta como excipiente
vehiculo para aerolizacion. Se mezclaron proporciones de MP’s con lactosa a 1:0.5,
1:1, 1:1.5, 1:2 y 1:2.5, manteniendo una cantidad de 250 mg de MP’s constante.
Antes de realizar los procedimientos se tamizaron los polvos en una malla de
namero 200. Para determinar la densidad aparente y compactada, se us6 1 g de
lactosa, 700 mg de MP’s y las mezclas de lactosa y MP’s de acuerdo con las
proporciones mencionadas. Los polvos se colocaron en una probeta de 10 mL, se
registrd el volumen inicial (volumen aparente, sin asentar), seguido de esto se
levanté la probeta a una altura de 5 cm y se impact6 250 veces sobre una superficie
plana y suave, y se registrd el volumen final del polvo. Para la determinacién del
angulo de reposo se empleé un embudo de vidrio con un diametro de 7.3 cm y un
diametro del orificio de 0.5 cm, se coloc6 a una altura de 12.5 cm, se agregaron los
polvos en el embudo, se toma el tiempo en que cayd cada uno y se midio el diametro
de la base y la altura del lecho del polvo. Para determinar el &ngulo de reposo, la
densidad aparente y compactada, el indice Carr y el indice de Hausner se

emplearon sus respectivas formulas (Figura 16). Todo se realizé por triplicado.

Densidad aparente Densidad compactada indice de Carr indice de Hausner
m
Pu= — p.= Carr =100(V, =V)Vo  pg= .2
V, ¢ Vf Vi
m = masa de lamuestra (g} m = masa de la muestra (g) V, = volumen inicial sin asentar(mL)
Vo = volumen inicial sin Vy = volumen final V = volumen final asentado (mL)
asentar(mL) asentado (mL)
Velocidad de flujo Angulo de reposo
VF =§ AR = tan~1(2h)/D
m = peso de la muestra (g) h =altura (cm)
t = tiempo (s) D =diametro (cm)

Figura 16. Formulas empleadas para calcular las propiedades reoldgicas de los

polvos.
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Una vez seleccionada la formulacion optima, se realiz6 una prueba de fluidez,
colocando 50 mg de la muestra a una distancia de 15 cm de donde se encontraba
un portaobjeto limpio (como se muestra en la Figura 17) y con ayuda del compresor
del nebulizador se aerolizé la mezcla de polvos, midiendo la distancia a la que fue
dispersado el polvo y observando al microscopio 6ptico las particulas que se

impactaron en el portaobjetos.8”:88

Figura 17. Sistema montado para la prueba de aerolizacién de la formulacion en

polvo seco.

8.8.2 Formulacién como aerosol en medio acuoso para nebulizacién.

Primero se preparo la suspension para nebulizar, la cual consistié en una solucion
salina de NaCl al 0.9%, con lauril sulfato de sodio como agente tensoactivo al
0.01%. De la solucién anterior se vertieron 4 mL en un tubo falcon de 15 mL, donde
se agregaron y dispersaron 50 mg de MP’s. Basandonos en el fundamento y
funcionamiento del Impactador de Cascada de Andersen, se desarrollé6 un método
para determinar el diametro de masa media aerodinamica (MMAD, siglas en inglés)
y la desviacién estandar geométrica (GSD, siglas en inglés) de la suspension para
nebulizacion, empleando un tubo de PVC de 30 cm de largo, ya que la longitud de
las vias respiratorias reportada por Levitzky, M.G. (2007) da un total de 31 cm
aproximadamente, con un didametro de 2.1 cm para permitir la entrada de la boquilla
del nebulizador. Se realizaron 8 ranuras con 2.5 cm de separacién entre cada una,

con una distancia de 10 cm desde el inicio del tubo a la primer ranura para permitir
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que la nube de aerosol pueda formarse adecuadamente, en cada ranura se
colocaron una serie de membranas de filtracion con los siguientes tamafos de poro
y en el siguiente orden: 10, 8, 3, 2, 0.8, 0.65, 0.45 y 0.1 um, se procuré que los
tamafos fueran similares al impactador de cascada de la marca TISCH
Enviromental,® cada ranura se sell6 con parafiim para evitar alguna pérdida.
Posteriormente se coloco el tubo en la boquilla del nebulizador sobre uno de los
extremos del tubo de PVC, mientras que en el otro extremo se sujeté una bolsa de
plastico para recoger las MP’s nebulizadas (ver Figura 18). Todas las membranas
del sistema se pesaron antes de iniciar el experimento. Se colocaron 2 mL de la
suspension de MP’s en el nebulizador, el cual fue accionado durante 5 min.
Después, se desmontd el sistema, se sacaron las membranas, se dejaron secar a
temperatura ambiente y se pesaron para determinar el MMAD y la GSD. El

experimento se realizé por triplicado.8890.91,92

Figura 18. Sistema para evaluar la suspension de MP’s para nebulizacion.

8.9 Estudio de eficacia de las MP’s con AZT en modelos bacterianos.

Para estudiar la eficacia de los sistemas se realizaron pruebas de susceptibilidad.
bacteriana. Las cepas bacterianas S. aureus, B. subtilis, P. aureginosa, E. coliy K.
pneumoniae fueron utilizadas. Se retaron las siguientes muestras: las MP’s con

farmaco, la azitromicina en solucién hidroalcohdlica, y como controles las MP’s sin
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farmaco. La CMI se determind por medio del método de microdilucion (de acuerdo
al CLSI, 2017), en placa de 96 pozos, donde se colocaron muestras con las
siguientes concentraciones de AZT: 64, 32,16, 8,4, 2, 1, 0.5, 0.25y 0.125 pg/mL en
caldo Miller-Hinton, siguiendo el esquema de la Figura 19, posteriormente se
agregaron inéculos de 5x10° UFC/mL por pozo, se dej6 incubando la placa durante
48 h, con COz2al 5% a 37 °C, tomando lectura de las absorbancias a 24 y 48 h, en
un lector de microplacas Biotek, modelo EIx808 a una longitud de onda de 630 nm,
para con estos datos calcular el punto de corte.%3%49 Esta evaluacion se realizé en

el laboratorio 9 de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Farmacia, UAEM.

==k 10101:1:1:1:131&0@0
1 OOOOCOOOOCOC

Figura 19. Esquema de tratamientos para la determinacion de la CMI.

Pagina | 56



B RESULTADOS Y DISCUSION |

9. RESULTADOS Y DISCUSION.

9.1 Seleccion de los materiales empleados.

9.1.1 Farmaco modelo y su caracterizacion.

Para la seleccion del farmaco, se realizé una busqueda bibliogréfica y
hemerografica sobre los tratamientos indicados para la neumonia. En la Tabla 7 se
resumen los farmacos que se prescriben para el tratamiento, asi como algunas de
sus caracteristicas fisicoquimicas, su espectro antimicrobiano, las formas
farmacéuticas, vias de administracion de cada uno, dosis y si pertenecen o no al

cuadro basico de medicamentos del IMSS.
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Tabla 8. Caracteristicas de antibiéticos empleados en el tratamiento de la neumonia.?? 997,98

Antibiotico Familia pKa Sl Permtiabllldad LogP | BCS Espectro antimicrobiano Via de administracion Dosis CBM
(mg/mL) (x10* cm/s)
Amoxicilina Penicilinas 2.4, 1 Baja, 0.3 0.87 Y S. pneumoniae, Staphylococcus Oral (Cépsulas, suspension) 1g/8h Si
9.6 T ' spp., H. influenzae '
Cefalosporina S. penumoniae, S. aureus, K. Oral (Tabletas, suspension);
Cefuroxima P 2.5 0.01 S/ID -0.16 | IV pneumoniae, H. influenzae, M. Parenteral (sol. Inyectable, 500mg/12h Si
(2da gen) .
catarrhalis L.V, LM.)

. Cefalosporina 400 mg/ 100 S. pneumoniae, K. pneumoniae, _ .
Ceftriaxona (3ra gen) S/D mL S/ID N/A | S/ID H. influenzae, S. aureus Parenteral (1.V., I.M.) 05-1g/12h Si
Eritromicina | Macrélidos 8.8 0.01 SID 3.06 | n | M pneumoniae, S.aureus, S. | Oral (capsulas, tabletas, 500mg/6h | Si

pneumoniae suspension); Parenteral (1.M.)
M. pneumoniae, S.
Claritromicina Macrdlidos 8.99 0.01 S/ID 3.16 1 pneumoniae, H. influenzae, M. Oral (Tabletas) 500mg/12h Si
catarrhalis, S. aureus
S. aureus, S. pneumoniae, H. Oral (Tabletas, capsulas
Azitromicina Macrolidos 8.74 0.01 S/D 4.02 1l influenzae, M. pneumoniae, C. (e ' 500mg /24 h Si
B suspension)
pneumoniae
3.4, M. pneumoniae, S. aureus, S.
Doxiciclina Tetraciclinas 7.7, 0.1 S/ID -0.02 | IV pneumoniae, H. influenzae, C. Oral (capsulas, tabletas) 100mg/12h Si
9.5 pneumoniae
S. aureus, S. pneumoniae, K.
Levofloxacino Quinolonas 5.69 10 S/ID 2.1 | pneumoniae, H. mﬂuenz_ae, M. Oral (Tabletas), parenteral 500mg/12h Si
catarrhalis, C. pneumoniae, M. (AYD)
pneumoniae
S. penumoniae, S. aureus, K.
. . . pneumoniae, H. influenzae, Oral (Tabletas), parenteral .
Moxifloxacino Quinolonas S/ID S/D S/ID 29 | SID Mycoplasma spp., Chlamydia (V) 400mg/ 24 h Si
spp.
soluble en
o . - ’ . 15 mg/kg — 24 .
Amikacina | Aminoglucésido| 8.1 | agua/insoluble S/D S/D | S/ID Klebsiella spp. Parenteral (1.V., I.M.) h Si
en etanol

BCS: Sistema de clasificacion biofarmacéutico (siglas en inglés de Biopharmaceutics Classification System).
CBM: Cuadro basico de medicamentos.®®
S/D: Sin dato, no se encontré el dato o no esta reportado.
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Se seleccion6 como farmaco modelo la azitromicina, basandonos en las
propiedades fisicoquimicas, la clase SCB a la que pertenece y el espectro
antimicrobiano que posee. El cual, debido a que es Clase Il (baja solubilidad) y un
pKa basico es candidato para ser encapsulado en MP’s de liberacién prolongada,
pues estas favorecen la biodisponibilidad y solubilizacién de este tipo de farmacos?*,
ademas de poseer un amplio espectro sobre patdégenos que colonizan los pulmones

durante infecciones respiratorias como la neumonia.

9.1.1.1 Identidad por IR.

La azitromicina fue donada por IIQUIAP, S.A. DE C.V. la cual es una nueva forma
cristalina de azitromicina anhidra, patentada por De la Torre-Garcia, J.A. et al
(2003). Se obtuvo el espectro IR de la materia prima (Figura 20) y se comparé con
el reportado por la patente. En esta se menciona que el farmaco presenta picos de
absorcién a 3600 cm?, 3553 cm?, 3375 cm™ y 3075 cm™ aproximadamente. El
espectro obtenido presenta picos de absorcién un poco desplazados a 3596 cm™,
3536 cm™, 3374 cm™ y 3082 cm?, lo cual concuerda con el espectro de la patente
(Figura 20).190

~an \ j\ ’J
‘f\ / {‘ .j/ ' [\ [l '
b g : Wy ’J
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Figura 20. Espectro IR de la azitromicina donada para desarrollar el proyecto (color
azul) y el espectro IR correspondiente a la patente, las flechas indican los picos de

absorcién mencionados en el texto (color negro).1°
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9.1.1.2 Perfil de difraccion por DRX.

Ya que los autores de la patente no reportaron el perfil de difraccion, se buscaron
hidratos y solvatos de la azitromicina en la base de datos del Centro de Datos
Cristalogréficos de Cambridge y se visualizaron con el software Mercury, con el fin
de asegurarnos de que nuestra materia prima no corresponde a ninguno de los
hidratos de la AZT. En el difrctograma de rayos X de polvos (DXR) de la azitromicina
anhidra (materia prima), se observan sefiales angostas y bien definidas
correspondientes a una estructura cristalina, descripcion que concuerda con lo que
descrito por el proveedor (Patente US 6,528,492 B1, Figura 21-A). En cuanto a los
hidratos, sélo se encontr6 el difractograma de la azitromicina dihidratada (CCDC
code: GEGJAD; Figura 21-B)'°%, en la cual se observa el pico mas intenso a 9.89°,
mientras que en la AZT anhidra se observa mas intenso a 14.26° (Figura 21-A).
Ademas, se observan dos sefiales en la region de 6 a 9° que estadn ausentes en
AZT anhidra, asi como una vasta poblacion de sefiales en la regién de 15 a 30° en
la AZT dihidratada. Con lo anterior se confirma que nuestra materia prima no

corresponde a la AZT dihidratada.

Intensidad (u.a.)

20 (Grados)

Figura 21. Difractograma de la (A) AZT anhidray (B) la AZT dihidratada, las

flechas indican los angulos de los picos mencionados en el texto.1%?
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9.1.1.3 Identificacién de la longitud de onda de maxima absorcién.

En la Figura 22, se muestra el espectro de absorcion de la AZT anhidra, en un rango
de 200 a 800 nm. No se observa una longitud maxima de absorcion especifica. En
la literatura Nyola, N et al (2013), empled una longitud de onda de 235 nm para
cuantificar el farmaco por medio de espectrofotémetro UV (Figura 23).192 Otros
trabajos reportan longitudes de onda en 210 nm y 215 nm para detectar la AZT por
medio de HPLC.193104 Por lo que se buscé un método para cuantificar el farmaco

por medio de espectroscopia UV-Vis descrito mas adelante.
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Figura 22. Espectro de absorcion de la AZT anhidra. Rango de 200 — 800 nm. Se

muestra el espectro del agua en color azul y AZT en color verde.
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Figura 23. Espectro de absorciéon de AZT reportado por Nyola, N et al (2013).102
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9.1.2 Seleccion de materiales por pruebas de solubilidad y definicion del
meétodo de manufactura de MP’s de Gantrez.

Una vez seleccionado el farmaco lo siguiente fue determinar su solubilidad y la del
polimero Gantrez® AN en diferentes disolventes. En la Tabla 9 se muestra la
solubilidad del Gantrez® AN y la azitromicina anhidra, el grado de solubilidad se
reporté como lo estipula la FEUM (11V2 edicién, 2014).

Tabla 9. Solubilidad de los materiales en diferentes disolventes.

Disolvente Grado de solubilidad
Gantrez® AN Azitromicina anhidra
Agua Facilmente soluble Insoluble
Etanol Facilmente soluble Muy soluble
Metanol Muy soluble Muy soluble
Acetona Muy soluble Muy soluble
Acetonitrilo N/A Muy soluble
Acetato de etilo Insoluble Muy soluble
Diclorometano Insoluble Muy soluble
Cloroformo Insoluble Muy soluble
Alcohol polivinilico al 1% Insoluble Insoluble
Solucién acida (HCI, 0.1M) | Ligeramente soluble Insoluble
Solucion basica (NaOH, Facilmente soluble Insoluble
0.1 M)
Aceite mineral Insoluble Insoluble

N/A: No aplica, no se evaluo el disolvente para la materia prima.

Se decidi6 emplear la acetona como disolvente para la manufactura de las
particulas, por gué ambos componentes (polimero y farmaco) son muy solubles. Asi
como la seleccion de un disolvente donde los componentes sean insolubles,

escogiendo el aceite mineral.

Para fines del proceso de manufactura de las MP’s, también se determiné la
solubilidad entre dos disolventes (acetona con aceite mineral) para disefar la
metodologia de la preparacion de particulas. Por otro lado, se determind la

solubilidad del bicarbonato de amonio, este reactivo se emplea como agente
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pordgeno en la produccion de particulas, lo cual es otra caracteristica que se desea

obtener en las particulas a producir. La Tabla 10 muestra los resultados obtenidos.

Tabla 10. Solubilidad de reactivos a emplear para la preparacion de particulas.

Mezcla soluto + solvente Grado de solubilidad
Acetona en aceite mineral Insoluble
Bicarbonato de amonio en aceite mineral Insoluble
Bicarbonato de amonio en acetona Insoluble

Ya que el bicarbonato de amonio resultdé ser insoluble en aceite mineral y en
acetona, se realizé una mezcla de acetona:agua (90:10), para determinar si el
bicarbonato de amonio podia ser soluble (ya que se sabe que es soluble en agua).
Al observar que dicho compuesto es soluble en una mezcla de esos disolventes, se
evalué también la solubilidad del polimero y de la AZT en esta mezcla, encontrando
buena solubilidad de todos los componentes. Por ello, se decidid usar los siguientes
materiales en el proceso de manufactura de los sistemas: acetona, agua, aceite

mineral y bicarbonato de amonio.

Buscando en referencias, para la preparacion de las particulas, se usé como método
guia el propuesto por Alcala-Alcala, 2015,7¢ el cual consiste en crear microesferas
porosas por doble emulsion-evaporacion del solvente (tipo W/O/W). En nuestro caso
se modificO a una emulsidn-evaporacion del solvente, donde la fase acuosa
corresponde a una mezcla de acetona:agua (90:10) con el polimero disuelto,
mientras que la fase oleosa corresponde al aceite mineral con Span® 80 como
estabilizante (W/O). Las fases se homogenizan a 10 000 rpm. Posteriormente la
mezcla se deja en agitacion con una parrilla eléctrica para evaporar la fase de
acetona:agua durante 24 h. Por ultimo, las particulas formadas se lavaron al vacio
con cloroformo.”® El método se reprodujo para evaluar su factibilidad para obtener
MP’s de Gantrez, midiendo en un equipo Zetasizer los tamafios obtenidos. Se
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obtuvieron dos poblaciones de particulas, nanoparticulas con un tamafio promedio

de 405.6 nm y microparticulas con un tamafo promedio de 1.52 um (ver Figura 24).

PDI: 0.292
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Figura 24. Tamafio promedio y su distribucion de las particulas de Gantrez® AN.

Con base en los resultados de esta prueba preliminar se decidio trabajar y optimizar

a través de un disefio experimental la manufactura de las particulas.

9.2 Optimizacién del proceso de obtencion de las MP’s.

Debido a que con la metodologia empleada se obtienen micro y nanoparticulas, el
siguiente paso fue desarrollar un disefio exploratorio para observar que factores
influyen en el proceso de desarrollo de las particulas y poder llevar a cabo procesos
de optimizacién. Con el software Statgraphics Centurion XVI se obtuvo un disefio
exploratorio fraccionado 2°71, cuya matriz de disefio con resultados se muestra en
la Tabla 11; se ejecutaron los 16 experimentos o corridas y se midi6 la talla promedio

de cada uno como variable de respuesta, obteniendo un amplio rango de tamafos,
que van desde 63 a 5396 nm.
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Tabla 11. Matriz del Disefio Experimental 251 ejecutada.

Factores Respuesta
E)?poerrriiriaer?to Volumxeln fase % Esta)é?lizante V.eloq?,(;ad de Tiem);‘o dg Por()gé;o (%) Talla prorﬁledio = DE
acuosa (mL) (Span® 80) agitacion (rpm) agitacion (min) (nm)
F1 4 1 6 000 1 1 579+ 19
F2 4 5 6 000 1 0 1039 + 332
F3 8 5 12 000 1 0 63+1
F4 4 1 6 000 5 0 415+ 12
F5 4 5 12 000 1 1 186 +4
F6 4 1 12 000 5 1 1110 + 67
F7 4 5 12 000 5 0 356 + 13
F8 8 5 6 000 5 0 721+ 29
F9 4 5 6 000 5 1 2574 + 475
F10 8 5 6 000 1 1 1093 £ 20
F11 8 5 12 000 5 1 640 + 10
F12 8 1 12 000 5 0 63+1
F13 8 1 12 000 1 1 1842 + 26
F14 8 1 6 000 5 1 5396 + 465
F15 8 1 6 000 1 0 66+1
F16 4 1 12 000 1 0 63+4
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Posteriormente los datos obtenidos se analizaron de igual manera con el software
Statgraphics Centurion XVI, en el menu de DDE. El analisis de varianza que se
presenta en la Tabla 12 muestra los efectos que son significativos, es decir un p-
valor menor a 0.05 (valores-P o P-value en color rojo), mientras que el modelado de
los datos por regresion multiple tiene un valor de r? del 97.38% (R-squared).

Tabla 12. Analisis de varianza de los 5 factores con sus combinaciones dobles.
p-valor < 0.05 = valores estadisticamente significativos (color rojo).

Fuente Suma de GL Cuadrado medio | Raz6n-F Valor-P
cuadrados
A: Fase Acuosa 752990. 1 752990. 455 0.0998
B: Estabilizante 342518 1 342518. 2.07 0.2235
C: Agitacién 3.79568E6 1 3.79568E6 22.95 0.0087
D: Tiempo Agitacion 2.6855E6 1 2.6855E6 16.24 0.0157
E: Porogéno 6.11944E6 1 6.11944E6 37.01 0.0037
AB 2.30812E6 1 2.30812E6 13.96 0.0202
AE 1.52955E6 1 1.52955E6 9.25 0.0383
BE 2.15576E6 1 2.15576E6 13.04 0.0225
CD 2.78306E6 1 2.78306E6 16.83 0.0148
CE 672810. 1 672810. 4.07 0.1139
DE 1.47562E6 1 1.47562E6 8.92 0.0404
Error Total 6614109. 4 165355.
Total (corr.) 2.52825E7 15

R-cuadrada; 97.3839%

La magnitud del efecto de los factores y sus interacciones se puede ver con la
grafica de Pareto (Figura 25), donde los factores significativos son aquellos que
pasan la linea en color azul, observando que el factor porégeno, la velocidad de
agitacion y la interaccién de estos son los efectos que mas influyen en el tamafio
promedio de las particulas obtenidas. Las barras en gris muestran un efecto positivo
en el tamafio, es decir que la variable de respuesta (tamafio promedio) aumenta
cuando los niveles del factor aumentan, mientras que la barra azul muestra un

impacto negativo (el tamafio disminuye cuando los niveles del factor aumentan).
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Standardized Pareto Chart for Talla Promedio

E:Porégeno
C:Agitacion
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AB

BE

AE

DE
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B:Estabilizante

/]

|

2 4 6 8
Standardized effect
Figura 25. Grafico de Pareto estandarizada para la talla promedio

o

El analisis de regresidn nos arrojo la siguiente ecuacion de ajuste para poder

optimizar los niveles de los factores:

Y1 = -2539.56 + 238.734 * X1 + 680.094 * X2 + 0.114531 * X3 + 678.594 * X4 +
802.25 * X5 - 94.9531 * X1 * X5 + 309.188 * X1 * X5 - 367.062 * X2 * X5 - 0.0695104 *
X3 * X4 -0.136708 * X3 * X5 + 303.688 * X4 * Xs

Con la ecuacion anterior se obtuvo a través del software el gréafico de superficie de
respuesta estimada, a partir de la cual se decidié optimizar el proceso, teniendo

como objetivo de optimizacion obtener MP’s de 1 um (Figura 26).

Superficie de Respuesta Estimada
Fase Acuosa=8.0,Estabilizante=1.0, Tiempo Agitacion=5.0

Talla Promedio
] 0.0-600.0
[ 600.0-1200.0
[ 1200.0-1800.0

5800 [ 1800.0-2400.0
€ F [0 2400.0-3000.0
E 4800 [ 3000.0-3600.0
o 3800 N 3600.0-4200.0
T s
o 2800 N 4200.0-4800.0
£ F (] 4800.0-5400.0
g 1800_ I 5400.0-6000.0
2 800f .
= _200: A , . 0.8

0.2 04 Pordgeno (%)

10 1 122 0
Velocidad de agitacion (rpm) (X 1000)

Figura 26. Contornos de superficie de respuesta estimada para la talla de 1 pum.
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Se decidié desarrollar particulas con ese tamafio, ya que, se sabe que dependiendo
del tamafio es como se depositaran las particulas en el interior del pulmén. Como
se menciono anteriormente, una caracteristica que se desea de las particulas es
gue sean porosas, lo cual es conveniente para el desarrollo de las MP’s de 1 um,

ya que, sera necesario agregar agente pordgeno para poder desarrollarlas.

9.3 Caracterizacién de las MP’s optimizadas de Gantrez® AN.

9.3.1 Talla promedio, potencial Zy rendimiento del proceso.

Las condiciones de manufactura ya optimizadas se reprodujeron por triplicado para
poder verificar el modelado y las predicciones sobre el tamafio promedio. En la
Tabla 13 se muestran los valores predichos para cada factor, el tamafio objetivo de
la optimizacién de 1000 nm, el valor obtenido experimentalmente de 1030.77 +

230.83 nm, asi como el error en la prediccion, obteniendo un valor del 3%.

Tabla 13. Niveles 6ptimos predichos para los factores y verificacion del modelo.

Factores Variable de respuesta
— Error de la
. Objetivo de Valor .
Valores predichos S, . prediccion
optimizacién | experimental
X1 X2 X3 Xa Xs
(mL) | @) | pm) | (min) | o) | 1™ | YEOm) 3%
1030.77 +
8 1 | 6000 5 0.5 1000 230.83

Se muestran valores promedio (n = 3) £ D.E.
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9.4 Validacion del método analitico para cuantificar AZT.

Debido a que la azitromicina no posee grupos croméforos es complejo cuantificar el
farmaco por UV (como se observo en el punto 9.1.1.3) por lo que se recurrié a usar
una cinética de reaccion mediante un método colorimétrico, empleando compuestos
que reaccionan con el farmaco para poder cuantificar indirectamente la cantidad de
este. Algunas ventajas que tienen estos métodos son: la selectividad de la medicidn
ya que estan basadas en la absorbancia con el tiempo de reaccion, es sensible y el
costo de la metodologia es bajo, ya que se usan reactivos comunes y
econdmicos.1® La metodologia empleada en nuestro caso fue por medio de la
reduccion del permanganato de potasio (KMnOa4) en un medio alcalino (solucién de
K2COs3) en presencia de un grupo amino (azitromicina). El permanganato de potasio
se usa como agente oxidante en métodos analiticos para determinar varios
compuestos. Esto debido a que el manganeso presenta 6 estados de oxidacion de
2+ a 7+, las reacciones se rigen por el pH del medio, ya que el ibn manganeso
heptavalente (MnO4,, VII) cambia de color parpura a verde (ion manganato MnQOa4?,
V1) en medio alcalino, también presentandose el ion hipomanganato (MnO4%, V) que
es de color azul, mientras que en medio neutro y acido se presenta el didxido de
manganeso (MnOz, IV) que se presenta como un precipitado marrén, el cual es mas
estable que el manganeso (lll) de color rosa y manganeso (Il) gue es incoloro o rosa
muy palido, los cuales no existen mucho tiempo.105:106.107.108 | 3 monitorizacién de
los colores se hace por espectroscopia UV-Vis, a diferentes longitudes de onda,
caracteristicos de cada color. En la Figura 27, se muestra el grafico de los barridos
de espectrometria UV-Vis de cada uno de los compuestos para desarrollar las
reacciones colorimeétricas y asi seleccionar la longitud de onda adecuada para poder

realizar la curva de calibracion de azitromicina.
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Figura 27. Espectros de absorcion en UV-Vis de cada uno de los compuestos
para realizar la reaccion colorimétrica (rango: 200 — 650 nm).

Como se aprecia en la Figura 27, se selecciond la longitud de onda de 547 nm para
trabajar, ya que esta longitud, junto con 526 nm, son caracteristicas del manganeso
(VIl) o el color purpura del permanganato, ademas de que los materiales no
presentan interferencia.'®® En la Figura 28, se muestran las coloraciones obtenidas
para cada concentracién como propuesta de curva de calibracion, las cuales fueron
10, 15, 20, 25 y 30 pg/mL, observandose que a mayor concentracion de AZT, la

coloracion final es amarrilla.
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S 2 -

10 pg/mL 15 pg/mL 20 pg/mL 25 ug/mL 30 pg/mL

Solucién stock

Figura 28. Coloraciones obtenidas después de hacer reaccionar el KMnO4 con AZT
y el K2COs. Primer matraz corresponde a la solucion stock de KMnOa4. Rango de
concentraciones: 10, 15, 20, 25y 30 pg/mL, de izquierda a derecha.

En la Figura 29 se muestra el grafico correspondiente a la curva de calibracién de
la azitromicina con su respectiva r? y ecuacion de la recta, mientras que en la Tabla
14 se muestran los parametros de desempefio que se evaluaron para validar la

metodologia para la cuantificacion del farmaco.

0.17 - y =-0.0038x + 0.1993
0.16 - r2=0.9914

8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32

Concentracion (ug/mL)

Figura 29. Curva de calibracién de azitromicina.
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Tabla 14. Pardmetros de desempefio de la validacion del método analitico para
AZT por UV-Vis.

Parametro Criterio Resultado Cumple
Linealidad R22>0.98 R220.99 Si
Precision

o — ,
(repetibilidad) CV=3% CV = 0.46% Si

IC(n) =de 96.93 a

IC() debe incluir el 100% o 101.66%
que el promedio aritmético Promedio
Exactitud del % de recobro se incluya aritmético = Si
en el intervalo de 97-103%. 99 .29%,
CV = 3%. CV = 3.09%
No hay
interferencia por

En la longitud de onda del

Especificidad . ~ parte de los Si
analito no hay otras sefales. .
excipientes
(Figura 32).
Limite de
deteccion ) 1.81 pg/ml )
Limite de i 5.48 pg/ml )

cuantificaciéon
IC = Intervalos de confianza al 95%.

El subindice indica el CV obtenido para cada concentracion de la curva.
Criterios tomados de la Guia de Validacion de Métodos Analiticos, editada por el
Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bi6logos México, A.C.11°

En la Figura 30, se muestran los barridos por espectroscopia UV-Vis de la reaccién
colorimétrica, de las MP’s con y sin farmaco, esto para evaluar la especificidad del
método y determinar si pudiera haber interferencia en las sefiales por la presencia
de los materiales o excipientes de las particulas. Observando que no hay cambios
en dicha longitud, es decir, no hay reaccion de los materiales, por lo que la sefal

observada en el cambio de color solo es debido a la AZT.
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Figura 30. Barridos por espectroscopia UV-Vis de la reacciéon de la solucion de

KMnOg, K2COs con agua, las MP’s de Gantrez® AN sin farmaco y con AZT (rango:
200 — 650 nm).

Con base en los resultados reportados se puede decir que el método desarrollado
es adecuado para cuantificar AZT en los sistemas y en un medio acuoso en

presencia de diferentes excipientes para todas las etapas del proyecto.

9.5 Caracterizacion de las MP’s cargadas con AZT.

9.5.1 Talla promedio, potencial Z, rendimiento y eficiencia de encapsulacion.
Una vez optimizado el proceso para desarrollar las particulas, se incorpord la
azitromicina en el desarrollo de éstas. Se desarrollaron particulas incorporando
diferentes cantidades de farmaco, 50, 100 y 150 mg. En la Tabla 15, se muestra el
rendimiento obtenido, la talla promedio y el potencial Z, cuando las particulas se

cargan con farmaco.

Pagina | 73



B RESULTADOS Y DISCUSION |

Tabla 15. Caracterizacion de las particulas de Gantrez® AN cargadas con AZT.

Particula Talla (nm)* Potencial Z (mV)* | Rendimiento (%)*
MP’s - 50 mg | 1479.33 + 68.39 -19.70 + 3.03 83.22 £ 6.52
MP’s - 100 mg | 1104.67 + 81.67 -22.50 £ 0.70 81.01£2.16
MP’s - 150 mg | 1119.83 + 290.13 -23.07 £5.98 63.37 £ 12.79

Se muestran valores promedio (n = 3) + D.E.
*p-valor > 0.05, sin diferencia significativa.

Se obtuvo un rendimiento que va del 63% al 83%, esto puede depender
principalmente por las condiciones de manufactura al preparar cada tipo de
particula, pues en los pasos de proceso puede haber pérdidas, sobre todo en la
etapa de recuperacion. La talla para cada tipo de microparticula es similar a la del
proceso de predicion y optimizacion sin farmaco. Para el potencial Z, se obtuvieron
valores negativos, esto se debe a que el polimero tiene una carga negativa ya que
posee grupos carboxilo (-COOH) al hidrolizarse parcialmente en medio acuoso.!?

Se empleé ANOVA de una via con prueba post-hoc de LSD para saber si habia
diferencias significativas en el rendimiento, la talla y el potencial Z al incorporar las
diferentes cantidades de farmaco. Para los 3 pardmetros se obtuvieron p-valores
mayores a 0.05, por lo que se acepta la hipétesis nula (0.051 para rendimiento,
0.129 para la talla y 0.055 para el potencial Z), indicandonos que no hay cambios
significativos al incorporar las diferentes cantidades de AZT en las MP’s.

Para cuantificar el farmaco encapsulado y determinar la eficiencia de encapsulacion
se decidi6 desintegrar las MP’s en un disolvente en el que el farmaco y las particulas
fueran solubles. Primero se evalué la solubilidad de las particulas en 3 disolventes
(ver Tabla 16), observando que el unico disolvente en el cual son solubles por
completo fue en el metanol, donde la azitromicina también es soluble, es por eso

por lo que se optod por solubilizar las particulas y el farmaco en ese disolvente.

Pagina | 74



B RESULTADOS Y DISCUSION |

Tabla 16. Solubilidad de las MP’s cargadas con AZT en disolventes.

Solvente Grado de solubilidad

Metanol Muy soluble
Acetona Insoluble
Acetonitrilo Insoluble

Ya que el método validado arroj6 que los excipientes no interfieren con la
cuantificacion de la AZT, se realiz6 la determinacion de eficiencia de carga. En la
Tabla 17 se muestra la cantidad de farmaco expresado en porcentaje que se pudo
encapsular en las particulas, asi como los mg encapsulados. Se observa que
nuestros sistemas logran una eficiencia de encapsulacion entre 28 — 42%, el
ANOVA de 1 via evidenci6 que no hay diferencias significativas (p-valor: 0.092) en
la carga de AZT cuando se emplean cantidades iniciales crecientes de farmaco.
Esto posiblemente se deba a que cuando se foman las MP’s estas llegan a un punto

de saturacién del farmaco, por lo que no es posible encapsular mayor cantidad.

Tabla 17. Eficiencia de encapsulacién de azitromicina en las MP’s de Gantrez®

AN.
Particulas Eficiencia de carga (%) mg de AZT
encapsulados
MP’s - 50 mg 28.10 £ 5.29 14.05+ 0.6
MP’s - 100 mg 42.17 + 8.36 42.17 £ 0.7
MP’s - 150 mg 31.83+5.80 47.74 £ 0.7

Se muestra el valor promedio (n = 3) + D.E.
p-valor > 0.05, sin diferencia significativa.
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Considerando que no hay diferencias significativas en la talla promedio, el potencial
Z y la eficiencia de encapsulacion en las condiciones de carga (50, 100 y 150 mg),
se decidio trabajar con MP’s preparadas con 100 mg iniciales de AZT para los
estudios de caracterizacion fisica y las pruebas de eficacia in vitro, ya que tienen un
rendimiento alto, un tamafio de particula adecuado y un potencial Z relativamente
MAas negativo que las otras particulas, y que se encuentran en un rango de tamafo

de 1.1 pm.

9.5.2 Determinacion de la morfologia de las microparticulas.

Se decidié determinar la morfologia de las MP’s sin farmaco y con AZT, se usoé la
técnica de Microscopia Electronica de Barrido, SEM (siglas en inglés), esta técnica
nos proporciona informaciébn sobre la topografia, composicion y estructura
cristalografica de una muestra, esto debido a que se hace pasar un haz de
electrones de alta energia (5 — 30 kV) que interacciona con la muestra a analizar.'?
Con esta técnica fue posible corroborar el tamafio promedio obtenido anteriormente
por dispersion dinamica de luz. En la Figura 31 se muestran las micrografias de las
MP’s sin farmaco (lado izquierdo) y las MP’s con AZT (lado derecho). Observando
qgue las MP’s sin farmaco tienen un tamafo aproximado de 1.35 + 0.35 pum, mientras
que en las MP’s con farmaco tienen un tamafio aproximado de 1.85 + 0.07 um. Lo
cual concuerda con lo obtenido por medio de dispersion de luz dinamica donde las
MP’s se encuentran con un tamafio alrededor de 1 um. En cuanto a la morfologia

se observan MP’s esféricas y solidas, lo que podria sugerir la ausencia de poros.
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Figura 31. Micrografias por SEM de las (A1-2) MP’s sin AZT y (B1-2)
MP’s cargadas con AZT.

9.5.3 Interaccion entre los componentes por FTIR.

La técnica de FTIR nos permite saber que grupos funcionales estan presentes en
las moléculas, debido a que se hace pasar radiaciéon a través de una muestra y esta
es capaz de absorber o emitir los fotones, provocando que su estado energético
cambie, manifestandose como un cambio en su estado electrénico vibracional o
rotacional, lo cual es detectado por el equipo. Ademas de que cada cambio es propio
de cada molécula, por lo que nos puede brindar informacién sobre la formacion de
nuevos enlaces y los cambios que pudieran ocurrir al mezclarse fisicamente varias
sustancias o al ser transformadas en particulas.!® En la Figura 32, se muestran los
espectros de FTIR de las materias primas, las mezclas fisicas y las MP’s con y sin
farmaco. En el espectro del polimero (Gantrez® AN) se observa las bandas de los
grupos carbonilo (C = O) del anhidrido ciclico a 1851 cm?y 1774 cm, y las bandas
correspondientes al grupo metil éter en 1180 cmty 1087 cm™.%2 En cuanto al
espectro del crioprotector (manitol), se observan bandas a 3386 cm™* y 3278 cm™
que corresponden a los grupos hidroxilo (-OH); en 2970 cm™, 2947 cm™ y en 2908
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cm™ que corresponden al estiramiento del -CH; en las bandas a 1072 cm™y 1018
cm?® corresponden al enlace C — 0O.1** Para el espectro del farmaco (AZT): se
observan bandas en la regién de 2970 cmta 2777 cm™ que corresponde al enlace
-CH de los grupos metilo; en 1728 cm corresponde al carbonilo (C = O); las bandas
en 1164 cm?' y 1041 cm? corresponden al enlace R-O-R y el enlace C-N
respectivamente (Ver resultados del punto 9.1.1.1).1%5116 En cuanto a las mezclas
fisicas con y sin farmaco, no se observa aparicion o desaparicion de bandas de las
materias primas, lo que indica que no hay interaccion significativa en los
compuestos, ya que realmente se observa el espectro del polimero, esto puede
deberse a que la cantidad de farmaco y manitol es pequefia en relacion con el
polimero.®? Para el caso de las MP’s con y sin farmaco se observan bandas que
corresponden al Gantrez® AN y al manitol, en la regién de 2931 a 2854 cm™ puede
haber una suma de las vibraciones de la AZT y del manitol, observando que las
bandas en esa region son mas intensas en las particulas que en las materias
primas. Se observa que la banda del polimero en 1180 cm™%, asi como las bandas
en 1080 cm? y 1018 cm* del manitol se mantienen integras en las MP’s con y sin
farmaco. No se observan bandas del farmaco en las MP’s, esto puede deberse a
que la AZT se encuentra dispersa en el interior de la particula, ademas de que la
cantidad del farmaco es muy pequefia en comparacion del polimero (relaciéon 1:5,
AZT: Gantrez® AN).
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Figura 32. Espectros IR de las materias primas, las mezclas fisicas y las MP’s con
y sin AZT. Las flechas indican las bandas mencionadas en el texto.
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9.5.4 Perfil de difraccion por DRX.

La Difraccion por Rayos X es una técnica que se usa para caracterizar e identificar
las fases cristalinas de un material en bulto, su ventaja es que no destruye el
material analizado.''” En la Figura 33, se muestran los difractogramas de las
materias primas, las mezclas fisicas con y sin farmaco, asi como las MP’s sin y con
AZT. Puede observarse que la estructura del Gantrez® AN corresponde a una
sustancia amorfa.''® En cuanto al manitol y la azitromicina se observan patrones
de difraccion intensos y bien definidos, caracteristicos de estructuras cristalinas. Al
igual que en las mezclas fisicas con y sin farmaco, donde se observan los patrones
del manitol con azitromicina y del manitol solo, respectivamente. En las MP’s sin
farmaco, se observa el efecto del polimero respecto a su fase amorfa y sefales
poco intensas las cuales corresponden al manitol, indicando la presencia de este en
las MP’s liofilizadas.

En el caso de las MP’s con farmaco se observa que se conservan algunas sefiales
de la AZT y del manitol, lo cual nos da la idea de que en el caso de la AZT no sufre
algin cambio relacionado al proceso de desarrollo de las MP’s, ya que se sabe que
el farmaco presenta 3 fases (fase anhidra, monohidrato y dihidrato), manteniéndose
en su fase anhidra original.1°® Por otro lado, se observa que se presenta un
ensanchamiento de las sefales y disminucién en su intensidad, lo cual indica el
pequefio tamafio que poseen las MP’s, asi como una disminucion en la cristalizacién
de la AZT. Lo cual sucede en otros casos de particulas, usando Gantrez® AN como
polimero, en donde el farmaco es de naturaleza cristalina y al formar la
nanoparticula, este sufre una disminucién en la estructura cristalina o se amorfiza.1?
Lo observado en el patrén de rayos X nos indica que el farmaco se encuentra
disperso en la microparticula por efecto del polimero. Esto se relaciona con el
trabajo de Adeli, E (2017), en donde desarrolld6 NPs con PVA incorporando AZT,

observando el mismo efecto del polimero sobre el farmaco.'?°

Pagina | 80



B RESULTADOS Y DISCUSION |

MPs con farmaco

o -
e

g

... MPs sin farmaco

Ll

L A e ]

_— [

. MF con farmaco
m, ......»—J'h—!-'L_JhL.llw-ﬂ...m.'..-\._JL_...-..FL SN L N A k]
=)
® |

MF sin farmaco

% |t ctimstan i) | Lnan ,IM_JI_ )] - kA L
-
(D]
c

— Azitromicina

l I ’ Manitol

L. Y A !'I__A_- A h_

Gantrez

3 10 15 20 25 30 35 40 45
20 (grados)
Figura 33. Difractogramas de las materias primas, las mezclas fisicas y las MP’s
cony sin AZT.
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9.5.5 Compatibilidad e interaccion de los componentes por DSC.

La Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) es una técnica experimental que
permite determinar la cantidad de calor que absorbe o libera una sustancia, durante
un tiempo y rango de temperaturas determinado. Ademds, nos proporciona
informacion sobre la cristalinidad, la presencia de hidratos, polimorfismo,
temperatura de fusion, de ebullicion, sublimacidn, transicion vitrea, descomposicion
e interacciones que puedan ocurrir en mezclas de varias sustancias o materiales,
asi como para determinar la estabilidad térmica de los mismos.'2%122 En la Figura
34, se muestran los termogramas de las materias primas, mezclas fisicas y las MP’s
cony sin farmaco. En el caso del Gantrez® AN se presenta un evento endotérmico
a partir de 75 °C a 137 °C, inmediatamente se presento la transicion vitrea (Tg) del
polimero en 155 °C tal y como lo reporta el proveedor y otros autores que utilizan
este polimero, en 249 °C se observa que se comienza a descomponer el
polimero.6280 En el caso de la azitromicina, presentd un pico endotérmico a 191 °C,
el cual corresponde al punto de fusion que va de 188 °C a 189 °C, ademas de que
este pico endotérmico también lo reporta el proveedor a un valor de 187.70 °C1%,
posteriormente se observa la descomposicién del farmaco a 260 °C. En el manitol,
se observa un pico endotérmico a 170 °C, el cual corresponde a su punto de fusiéon
168 °C.1?3124 En cuanto a la mezcla fisica sin farmaco se observa un evento
endotérmico a 118 °C correspondiente al Gantrez® AN, mientras que a 161 °C se
observa otro pico endotérmico correspondiente al manitol, de modo que las sefiales
de las materias primas no se ven afectadas lo cual nos indica que no interaccionan
entre si. En el caso de la mezcla fisica con farmaco, se observa un pico endotérmico
a 163 °C correspondiente al manitol, posteriormente se observa un pico muy
pequefio a 185 °C el cual corresponde a la azitromicina, de igual manera que con
la mezcla fisica sin farmaco las sefiales de las materias primas no se ven afectadas.
En el caso de las MP’s sin y con AZT, se aprecia un desplazamiento de la Tg del
polimero en 149 y 148.2 °C, respectivamente, debido a la manipulacion de este.
Ademas, no se observan eventos endotérmicos correspondientes a la AZT, esto
puede deberse a que la proporcion del polimero es mayor en comparaciéon con el

farmaco de igual manera que se describié en el FTIR. También se reafirma la
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conclusion de que el farmaco se encuentra disperso molecularmente en la fase
amorfa del polimero, ya que se comporta como si fuera una mezcla solida donde
todos los componentes estan homogéneos.'*® El resultado de este comportamiento
esta relacionado con el trabajo de Ghari, T. et al. (2014), donde incorporé AZT en
NPs de PLGA, obteniendo como resultado que el evento endotérmico de la AZT no
se detectd cuando se encontraba en las NPs, sugiriendo que puede deberse a una

fase amorfa o un estado de solucién sélida por parte del farmaco.38

MPs con farmaco
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148.2°C
o [—— MPs sin famaco
b4 e . I e — —
i — - o o -
— . 4900 MF con farmaco
_"__\_-_\___ - {_\_'__-_\__'____ —
— H\ |’
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~— _-\.. e ———
g 118.6 "(}-—f——'—w\H {
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I Azitromicina
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Figura 34. Termogramas de las materias primas, mezclas fisicas con y sin

farmaco y de las MP’s con y sin AZT.
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9.6 Evaluacién de la eficiencia in vitro de las MP’s.

9.6.1 Evaluacién del perfil de liberacién de las MP’s.

Se evalud el perfil de liberacion de las MP’s cargadas con AZT (lote Optimo;
manufacturadas con 100 mg iniciales de AZT). Como control se evaluo la disolucién
de polvo de AZT. En la Figura 35 se tienen los perfiles correspondientes, se observa
que las MP’s liberan cerca del 90% del farmaco a las 24 h, mientras que la AZT libre
apenas llega a disolver el 70% a las 30 h, esto puede deberse a que el polvo tiene
que pasar por el proceso de hidrataciéon en la bolsa de didlisis y su posterior
disolucién, ya que el farmaco es de baja solubilidad y se encuentra en estado
cristalino, su velocidad de disolucién es mas lenta en comparacion con los sistemas,
pues como se describié anteriormente en la caracterizacion de las MP’s, el farmaco
se encuentra amorfizado dentro de las MP’s y se sabe que los farmacos en este

estado disuelven mas rapido que en su forma cristalina.
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Figura 35. Perfiles de liberacion. Se muestra valor promedio + EE: MP'sn=5y
AZT libre n = 3.
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Una vez obtenidos los perfiles de liberacion, estos se ajustaron a diferentes modelos
matematicos con la finalidad de dilucidar cual es el mecanismo de liberacion del
farmaco a partir de las MP’s.'?® En la Tabla 18 se muestra el valor de r? obtenido
para cada modelo ajustado, asi como la respectiva constante, observandose que el
que tiene mejor ajuste es el modelo de Korsmeyer-Peppas, por lo que se calculd el
exponente de liberacion “n”, obteniendo un valor de 1.07, lo que indica que el
mecanismo de liberacion del farmaco es por un transporte de super caso Il, donde
la liberacién del farmaco es controlada por la combinacion entre el hinchamiento y
la erosion del polimero,??® ademas de que las cadenas del polimero se relajan para
permitir la difusion del farmaco, involucrando también la velocidad con la que estas
se relajan, por lo que, la velocidad de difusion aumenta conforme aumente la

velocidad de relajacion de las cadenas poliméricas.?’

Tabla 18. Diferentes modelos matematicos ajustados al perfil de liberacion.

Modelo matematico r2 Constante
Orden cero 0.9131 Ko=4.2073 ht
Primer orden 0.5986 K1=0.1709 ht
Higuchi 0.9863 Kn=22.928 h'12

Kkp = 66.772 h™

Korsmeyer-Peppas 0.9882 n=1.07

Hixson-Crowell 0.9861 Khc= 0.1848 h13
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9.6.2 Evaluacion de la bioadhesién de los sistemas.

9.6.2.1 Por interaccion con mucina.

Un método para evaluar la bioadhesion de las MP’s es por medio de interaccién con
mucina. La mucina es una glicoproteina que se encuentra en la capa de moco, estas
glicoproteinas se asocian entre si por medio de enlaces no covalentes, formando
asi la compleja red que le da estructura al moco.>” Actualmente se han identificado
21 genes que codifican a varios tipos de mucinas, de las cuales 14 se encuentran
en la via respiratoria. Una de las principales mucinas que se encargan de formar el
gel de moco es la mucina ll, la cual es secretada por las células caliciformes que se
encuentran en el epitelio de las vias respiratorias.® En la Figura 36, se muestra como
es que se monto el experimento y en la Figura 37, se observa el comportamiento de
las MP’s al interactuar con la mucina en un periodo de 4 h. Se puede apreciar que
durante los primeros 30 min la talla de las particulas se mantuvo constante, a partir
de la hora hay una disminucién de la talla y al finalizar el periodo la talla de las MP’s
aumenta considerablemente, mientras que el potencial Z tiende hacia la neutralidad
de manera de constante desde los 30 hasta los 240 min. La disminucién de la talla
se debe a que las MP’s comienzan a degradarse y posteriormente interaccionan
con las mucinas, estas se adsorben a las MP’s, obteniendo asi un aumento de
tamafo significativo al final del ensayo. Mientras que el cambio en el potencial Z
puede deberse a que, las MP’s al estar hechas con un polimero hidrofébico
interaccionan con las partes hidrofébicas de las mucinas (dominios ricos en
cisteina), lo cual provoca que al momento de agregarse, las partes hidrofilicas de la
mucina que estan cargadas negativamente se escondan, dejando expuestas soélo
las regiones hidrofobas que carecen de carga, por lo que se presenta solo lectura
de las regiones que todavia muestran alguna carga negativa de los aglomerados
entre las MP’s y las mucinas, confirmando asi la interaccién entre estas.!?8129.130 Se
analizaron estos valores por ANOVA de dos vias y se obtuvo un p-valor menor al
0.05, lo cual indica que hay diferencia significativa entre el tamafio y potencial Z
conforme pasa el tiempo, respectivamente. Por otro lado, con las concentraciones

de mucina evaluadas (1 y 2%), de igual manera se analizaron los datos por ANOVA
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de dos vias, obteniendo como resultado que no hay diferencia significativa de una
concentracion a otra, tomando en cuenta el tamafio. En el caso del potencial Z, si
hay diferencia significativa entre las dos concentraciones, ya que, se observa que,
al aumentar la concentracion de mucina el potencial Z se desplaza méas hacia la

neutralidad que usando una concentracién menor.

—y s - /
Figura 36. Sistema montado para evaluar la interaccion mucina-MP’s.
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Figura 37. Tamafio promedio y potencial Z de las MP’s al interactuar con mucinas.
Se muestra el valor promedio (n = 2) £ D.E.

* p-valor < 0.05, con diferencia significativa respecto al tamafio y potencial Z
considerando el tiempo (ANOVA de 2 factores).

** p-valor > 0.05, sin diferencia significativa respecto al tamafio considerando la
concentracion de mucina (ANOVA de 2 factores).

*** p-valor < 0.05, con diferencia significativa respecto al potencial Z considerando
la concentracion de mucina (ANOVA de 2 factores).

9.6.2.2 Por flujo continuo en tejido de pulmon.

Un método para evaluar la bioadhesion de las MP’s es por medio de flujo continuo,
el cual consiste en colocar cortes de tejido sobre una rampa inclinada, en la cual se
coloca las particulas a evaluar y se hacer pasar un medio para lavar el tejido, todo
esto en condiciones controladas de temperatura y humedad.®> De los 6
experimentos de las MP’s sobre el tejido de pulmoén, se obtuvo un porcentaje de
bioadhesién del 54.9 + 4.5%. En la Figura 38, se muestra una imagen de como se
montd el sistema para realizar el experimento. Por otro lado, en la Figura 39, se
muestran las MP’s liofilizadas sobre el pulmén antes del experimento (lado

izquierdo) y las MP’s que quedaron sobre el tejido después del experimento.
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Claramente puede observarse el hinchamiento que presentan las MP’s al estar en
contacto con el medio. Como ya se ha explicado en la introduccién, el Gantrez® AN
posee un grupo anhidrido qué al estar en un medio acuoso, se hidroliza y da lugar
a la formacién de &cidos carboxilicos, los cuales interaccionan con la mucosa por
adsorciéon, por medio de interacciones por puentes de hidrégeno, tal como lo

describe la teoria del mismo nombre (Teoria de adsorcion).6%67

Figura 38. Sistema montado para el experimento de bioadhesion con tejido de

pulmén de cerdo.

Figura 39. Tejido de pulmdn de cerdo con MP’s antes del ensayo (izquierda) y

después del ensayo (derecha).
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9.6.3 Formulacion y evaluacion de las propiedades aerolizables de las MP’s.
Se emplearon dos métodos para evaluar las propiedades aerolizables de las MP’s,
unas por medio de una formulacién en polvo seco para inhalacion y otra como

suspensién para nebulizacion por aerosol.

9.6.3.1 Como polvo seco para inhalacion.

Regularmente cuando se desarrolla una formulacibn como polvo seco para
inhalacion, las MP’s del farmaco presentan propiedades de flujo pobres, debido las
fuerzas cohesivas por el pequefio tamafio que poseen. Por lo que se recurre a la
incorporacion de poblaciones de particulas gruesas (de 50 a 100 um), esto para
mejorar la dispersion del flujo y disminuir esa cohesién, regularmente se emplea
como acarreador la lactosa monohidratada.3! Para el proyecto se empleé la lactosa
como acarreador. Para tener una mezcla homogénea de la lactosa y las MP’s,
ambos materiales se tamizaron por una malla del nimero 200, lo cual da un tamafo
de particula de 75 um aproximadamente. Posteriormente se realizaron mezclas de
MP’s-lactosa a diferentes proporciones, evaluando las propiedades de flujo de los

polvos (ver Figura 40).

S
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Figura 40. Ejemplos de evaluaciones de las propiedades de flujo de los polvos. A)
Densidad aparente de la formulacion. B y C) Densidad compactada. D y E)

Evaluacion del angulo de reposo y velocidad de flujo.
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Para las formulaciones que consisten en polvos secos es de suma importancia
evaluar sus propiedades reoldgicas, ya que esto nos dara una idea de la fluidez que
presentaran los polvos al momento del llenado en el dispositivo, asi como en la
dispersion de este hacia los pulmones. Las propiedades reoldgicas que se evallan
son: la densidad aparente y compactada, el indice de compresibilidad, el indice de
Hausner, el angulo de reposo y la velocidad de flujo. Todos en conjunto nos dan
una idea de la fluidez que presentan los polvos.8” En la Tabla 19, se muestran los
resultados obtenidos de las propiedades de flujo de la lactosa, las MP’s y las
mezclas preparadas.

Tabla 19. Pardmetros evaluados para determinar las propiedades reologicas de

los polvos.
Densidad | Densidad | ; .. indice de | A"9Y1° | Velocidad
. Indice de de .
Muestra/Pardmetro | aparente |compactada Carr ** Hausner renoSo de flujo
(@/mL)* | (g/mL)* - Oyme | (alseg) ™
27.75 1.38 + 48.33
Lactosa 0.42 £0.02 | 0.58 £ 0.02 155 0.03 424 0.03+£0.01
. . 3931+ 165+ 48.81
Microparticulas [0.24 £0.00| 0.39 £ 0.00 119 0.03 412 0.01 £0.00
. 26.98 £ 1.39 49.44 +
a (1:0.5) 0.26 £+ 0.02 | 0.36 £ 0.02 962 0.18 4.42 0.02 £ 0.00
. 28.57 1.40 = 50.10 £
b (1:1) 0.29+£0.00| 0.40£0.00 0.00 0.00 292 0.02 £ 0.00
. 29.76 £ 143 + 51.98 £
c (1:1.5) 0.30 £ 0.03| 0.43+£0.03 5 46 0.11 >80 0.02 £ 0.00
. 31.48 £ 1.49 47.53
d (1:2) 0.36 £ 0.03 | 0.54 £ 0.06 11.23 0.27 303 0.03£0.01
: 29.17 + 142 + 49.53 +
e (1:2.5) 0.41+£0.03| 0.58 +£0.03 8.05 016 352 0.02 £ 0.00

Se muestra el valor promedio + DE; Densidad aparente, compactada, indice de Carr
e indice de Hausner para todas las muestras (n = 3); velocidad de flujo y angulo de
reposo para lactosa y MP’s (n = 9); velocidad de flujo y &ngulo de reposo para las
muestras a, b, ¢, dy e (n =6).

* p-valor < 0.05, diferencia significativa entre lactosa, MPs y muestras a, b y ¢c. No
hay diferencia entre lactosa y las muestras d y e.

** p-valor > 0.05, no hay diferencia significativa.

*** n-valor < 0.05, hay diferencia significativa entre la lactosa, MPs y muestras a y
c. No hay diferencia significativa entre muestras a, b, ¢, d, y e.
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En las mezclas se observa que, al aumentar la cantidad de lactosa las propiedades
reologicas van aumentando. De acuerdo con la FEUM, los valores obtenidos de
indice de compresibilidad e indice de Hausner para las mezclas de las MP’s con
lactosa indican que se tienen propiedades de flujo pobres y extremadamente malas,
respectivamente. Para el caso del angulo de reposo, de igual manera en todas las
mezclas se obtienen valores que indican que la capacidad de flujo de los polvos es
pobre.132133 | 3 falta de mejora en las propiedades de flujo al agregar la lactosa,
puede deberse a la alta fuerza de cohesién de las MP’s. Se realizé un analisis
estadistico de ANOVA de una via junto con una prueba post-hoc de Tukey para
determinar si habia diferencias significativas entre las mezclas y los materiales.
Finalmente se optd por seleccionar como mezcla 6ptima la muestra “a”, con la
relacion 1:0.5 (MP’s:lactosa), claramente puede observarse que al incorporar la
lactosa a las MP’s, sus propiedades de flujo mejoran, ya que presenta los valores
mas bajos de las mezclas, ademas de que se sabe que las particulas con una
densidad menor que 0.4 g/mL pueden ser depositadas exitosamente en el interior

de los pulmones.*3*

Una vez seleccionada la formulacion 6ptima, se evaluaron sus propiedades de
dispersion. Primero se observd la lactosa, las MP’s y la mezcla o6ptima en
microscopio Optico, las imagenes se incluyen en la Figura 41. Claramente pueden
observarse las MP’s incrustadas en la matriz de manitol, el cual cumple la funcién
de proteccidn contra el estrés de la formacién de los cristales de hielo y prevenir la

agregacion de las particulas durante el proceso de liofilizaciéon (Figura 41-B).13°
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Figura 41. Muestras de polvos vistas en microscopio 6ptico en un aumento de 100X.

A) Cristales de lactosa sola, B) MP’s en matriz de manitol sin lactosa, C) MP’s
dispersas de la mezcla con lactosa (mezcla 6ptima), D) Cristales de lactosa de la
mezcla de MP’s con lactosa (mezcla éptima) y E) MP’s en matriz de manitol de la

mezcla con lactosa (mezcla 6ptima). Las flechas indican la presencia de MP’s.

Posteriormente se colocaron 50 mg de la mezcla 6ptima a una distancia conocida
de un portaobjetos, como se describié anteriormente en la metodologia. Se escogio
la distancia de 25 cm del polvo al portaobjetos porque es la distancia que hay desde
los dientes hasta la carina, donde comienza la division de la traquea a los
bronquios.'®¢ Finalizado el experimento se midié la distancia de la mezcla
dispersada, obteniendo un valor de 30 cm (Figura 42-A), claramente puede
observarse que el polvo se dispersa facilmente hacia los lados, lo cual sirve para
predecir el comportamiento del polvo al chocar en las paredes de la traquea y
dispersarse hacia los bronquios en ambos lados. También se observd en
microscopio optico el polvo disperso que quedo en el portaobjetos (Figura 42). Se
puede ver que en la matriz de manitol donde se encontraban incrustadas las MP’s,
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s6lo quedaron los huecos que éstas ocupaban, no pudo observarse alguna zona

con MP’s dispersas.

s |
e

t
i-

100X 100X

Figura 42. A) Dispersion de la formulacién 6ptima por aerolizacion, B) Formulacion

adherida al portaobjetos, C) Cristal de manitol sin MP’s de la mezcla dispersada
(aumento de 100x) y D) Cristal de lactosa de la formulacién dispersada (aumento
de 100x).

9.6.3.2 Como suspension para nebulizacion en aerosol.

Las formulaciones de soluciones para nebulizacién, también conocidas como
soluciones de inhalacién estan compuestas por varios excipientes, en nuestro caso
s6lo usamos el cloruro de sodio, que es el encargado de ajustar la tonicidad de la
formulacion, este se encuentra a una concentracion de 0.9% y el tensoactivo lauril
sulfato de sodio, el cual sirve para dar estabilidad a la suspensién.®® Una manera
de caracterizar las formulaciones basadas en aerosol es por medio de impactacion

inercial, esta técnica in vitro se emplea para predecir la deposicion de los aerosoles
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dentro de los pulmones. El método mas empleado es por medio del Impactador de
Cascada de Andersen, este consiste en que se hace pasar el aerosol a través de
unas placas (con la ayuda de una corriente de aire, por medio de una bomba de
vacio), las cuales tienen diferente diametro de poro, simulando las partes que
componen los pulmones, la deposicion de las particulas en las placas se presenta
en funcién del diametro aerodinamico que estas poseen, por ejemplo, si las
particulas tienen un tamafio muy grande, impactaran en las placas mas cercanas a
la boquilla del aparato, por otro lado si presentan un tamafio pequefio, terminaran
impactando en las placas inferiores del aparato. Una vez terminada la prueba, cada
placa se analiza para cuantificar la dosis administrada, el diametro de masa media
aerodinamica y la desviacion estandar geométrica.'® En nuestro caso, se adapt6 un
tubo de PVC, colocando en su interior varias membranas de diferente tamafo de
poro. Una vez obtenido el peso de cada membrana se calculé el MMAD y el GSD,
estos valores nos ayudan a determinar el lugar donde se depositaran las particulas
en el tracto respiratorio.*®” El calculo se realizé de 3 maneras diferentes. La primera
por medio del porcentaje en peso retenido en cada membrana, la segunda por el

log del didmetro vs el porcentaje acumulado (como se sugiere en la USP)38 y la

1

/
tercera por medio de la siguiente formula: MMADt = d(p—px) 2, donde d es el
0

diametro medio geométrico obtenido por SEM, p es la densidad compactada, po es
la densidad aparente y X es el factor de superficie, el cual por ser esferas el valor
esigual a 1.9

En la Tabla 20 se tienen los resultados obtenidos por cada método. Se observa que
para los tres métodos se obtuvo un MMAD entre 0.5 y 5 um, lo cual es idéneo, ya
gue asi las particulas se depositaran principalmente por sedimentacion en la regiéon
de los bronquiolos y alveolos.*3” Por otro lado, para el GSD se obtuvieron valores
pequefios, Ibrahim, M. et al. (2015) menciona que los aerosoles con valores de GSD
menores a 2 son los ideales, ya que el tamafio de particula se encuentra
monodisperso y asi se aumenta la deposicién pulmonar,'3’ lo que nos indica junto
con el valor del MMAD que la distribucion de tamafio es estrecha y esta centrada
en un tamafo de particula fino, con la cual se podra lograr un suministro de

particulas eficiente en los pulmones.?’
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Tabla 20. MMAD y GSD de la formulacién como suspension para nebulizacion.

MMAD (um) GSD (um)
2.54+0.79 0.44 £ 0.00
1.62 +0.47 0.23+£0.01
1.39+£0.01 N/A

Se muestra el valor promedio + DE (n = 3).

9.6.4 Estudio de eficacia en un modelo in vitro.

Se evalud la eficacia de las MP’s cargadas con farmaco en reto contra 5 bacterias,
dos bacterias gram positivas: S. aureus y B. subtilis y tres bacterias gram negativas:
E. coli, P. aeruginosa y K. pneumoniae. Se esperaba evaluar también la cepa de S.
pneumoniae, pero esta no crecia en el caldo Mduller-Hinton sin suplemento, al
agregar el suplemento de extracto de levadura, el caldo se volvia de coloracién
obscura lo cual podia provocar interferencia al momento de medir las absorbancias
durante el ensayo. Por ello se us6 la cepa de K. pneumoniae. Las bacterias
provienen de aislados clinicos de hemocultivo. En la Tabla 21 se muestran las CMI
para cada bacteria derivado del reto con el farmaco en la solucién hidroalcohdlica y
contra las MP’s. En la Figura 43, se muestra un ejemplo de la actividad
antimicrobiana de la AZT en las MP’s, las MP’s sin farmaco y la solucién

hidroalcohdlica sobre la bacteria E. coli después de incubarse durante 48 h.
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Tabla 21. Concentraciones minimas inhibitorias de AZT sola y encapsulada en las

MP’s.
Punto de corte, CMI (ug/mL)
Bacteria
AZT MPs con AZT MPs sin AZT

B. subtilis 1 8 N/A
S. aureus 0.5 4 N/A
E. coli 2 8 N/A
P. aeruginosa >64 >64 N/A
K. pneumoniae 8 32 N/A

N/A: No aplica, no hay actividad antimicrobiana.

{0 o]
T @©
ug/mL 32 58
J_ €8 E%
64 —32 —16 —8 — 4 2—1—0.5—0.25—0.12583 88_

MNP’s sin
AZT

AZT en solucion
hidroalcohdlica

Figura 43. Placa de 96 pozos de E. coli expuesta a los 3 tratamientos después de
48 h.
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Primero, se puede observar que cuando el farmaco se encuentra cargado en las
MP’s, el punto de corte es a una mayor concentracién que con el farmaco cuando
se encuentra solo en solucion. Esto podria deberse al hecho de que las MP’s
presentan el fendmeno de hidratacion en el medio de cultivo, asi como los procesos
de erosién e hinchamiento que retardan la difusion del farmaco para comenzar su
liberacion: la concentracion obtenida en el tiempo es menor que el farmaco
completamente dispuesto para llevar a cabo su actividad antibacteriana, pues el
farmaco solo se encuentra disponible desde el inicio y ejerce su actividad de forma
casi inmediata. Adicionalmente, las MP’s desarrolladas tienen un tamafio promedio
alrededor de 1 um, por lo que no pueden penetrar en las bacterias como se observa
en otros estudios con nanoparticulas encapsulando azitromicina, por ejemplo,
Azhdarzadeh M, et al. (2012), desarrollaron nanoparticulas de PLGA con AZT,
obteniendo como resultado que estas nanoparticulas son mas eficaces que el
farmaco solo, lo cual se justifica por mejoria asociada a que las particulas que tienen
tamarios de 212 a 252 nm penetran en las células bacterianas. 3739 De igual manera
al evaluar otros farmacos pertenecientes a los macrolidos, se ha observado la
misma mejoria del farmaco en nanoparticulas (el tamafio de la nanoparticula es
menor a 300 nm), porque la hanoparticula se fusiona con la membrana celular de la
bacteria y el farmaco se libera continuamente.3® Por otro lado, para la bacteria P.
aeruginosa se obtuvo una CMI alta en ambos tratamientos (farmaco solo y
contenido en las MP’s), lo cual, de acuerdo al manual del CLSI (2017) nos indica
gue la bacteria es resistente, es decir, no se inhibe con dosis que se administran
con normalidad, probablemente porque presenta mecanismos especificos de
resistencia microbiana.® Esta reportado que P. aeruginosa presenta los siguientes
mecanismos de resistencia: 1) cambios estructurales del lugar de union del farmaco
al ribosoma, 2) existencia de bombas de expulsion activas y 3) presencia de
enzimas inactivantes, son los que se desarrollan comUnmente para los
macrdlidos.**° De los anteriores, el mas probable es las bombas de eflujo, ya que
esta bacteria presenta una membrana externa adicional que contiene porinas, las
cuales pueden ser alteradas para reducir la permeabilidad de la membrana,

presentando una mayor expresion de bombas de eflujo, lo cual facilita la expulsién
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de los antibiéticos.'#! Por otro lado, Parnham, M J. (2014), menciona que a pesar
de que AZT no presenta eficacia contra P. aeruginosa en estudios in vitro, ya a nivel
in vivo muestra eficacia para inhibir los compuestos que estimulan el crecimiento
del biofilm que protege a la bacteria contra la accion de otros antibiéticos. Por lo que
aun asi, el uso del farmaco en combinacion con otros antibiéticos puede ayudar a
lograr un efecto terapéutico eficiente.**? En el caso de las MP’s sin el farmaco no
hay ninguna interpretacion, ya que como se esperaba, hubo crecimiento normal de
las bacterias.

Finalmente, se sabe que al administrarse AZT, esta se distribuye ampliamente hacia
todos los 6rganos, incluyendo los pulmones. Por lo que ya se ha reportado que
cuando se administran dosis por via oral de 500 mg de AZT diariamente durante 3
dias (como se indica el régimen para el tratamiento de enfermedades respiratorias)
se ha encontrado una Cméax de 0.72 £ 0.06 pg/mL y 9.13 + 0.53 pg/mL en el lavado
bronquial y tejido de pulmon, respectivamente, comparado con la Cméax plasmatica
que fue de 0.26 + 0.08 pg/mL. Estas concentraciones aumentan cuando se
incrementa la dosis a 1000 mg diariamente durante 3 dias.'* Otros autores reportan
que después 48 h de administrarse una dosis oral Unica de 500 mg de AZT, se
obtuvieron Cméax mas altas en: el liquido de revestimiento epitelial (2.18 pg/mL), en
los macréfagos alveolares (23 ug/mL), la mucosa bronquial (3.89 pg/mL) y el esputo
(1.56 pg/mL) en comparacion con la Cmax plasmética que fue de 0.13 pug/mL a las
12 h.1#4 Por lo que las concentraciones que llegan a los pulmones son mayores
incluso que las CMI evaluadas in vitro para las bacterias que causan neumonia. Asi
que, a pesar de que se requiera una mayor cantidad de farmaco en las MP’s, estas
podran ser administradas de manera local, no sufriran procesos de absorcion,
distribucion y metabolismo, se garantiza que llegaran al sitio diana y se podran
administrar cantidades de farmaco en mg directamente en los pulmones en lugar de
qgue llegue el farmaco en pg después de administrarse por la via oral y con la

formulacion convencional (tabletas orales).
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10. CONCLUSION GENERAL.

Se desarrollaron, caracterizaron y evaluaron microparticulas biodegradables y

bioadhesivas de Gantrez® AN encapsulando azitromicina bajo condiciones optimas,

con un tamafio adecuado y propiedades tecnoldgicas aerolizables para

administrarse por via pulmonar, con una eficiencia de encapsulacion suficiente para

administrar dosis terapéuticas del farmaco para ser administradas en el tratamiento

de neumonia.

10.1 CONCLUSIONES PARTICULARES.

Se prepararon nanoparticulas y microparticulas de Gantrez® AN, por el
método de emulsion/evaporaciéon del disolvente, y bajo condiciones
optimizadas (8 mL de fase acuosa, 1% de estabilizante, 6 000 rpm, 5 min y

0.5% de pordgeno) por MSR se obtuvieron MP’s.

Las particulas presentaron un rango de tamafio que va desde 1104 a 1479
nm, con potencial Z negativo de -19 a -23 mV, con una eficiencia de
encapsulacion de 28% a 42% y un rendimiento que va de 63% a 83%.

Se seleccionaron como particulas Optimas las MP’s con una eficiencia de
encapsulacion del 42.17 + 8.36%.

Las MP’s 6ptimas se caracterizaron teniendo una talla promedio de 1.85 %
0.07 um, donde el farmaco se encuentra disperso molecularmente en la
matriz polimérica en una fase amorfa, sin interacciones significativas entre el

farmaco y el polimero.
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Se desarrollo y validé un método para cuantificar la azitromicina mediante un
método colorimétrico con permanganato de potasio; en las siguientes
concentraciones: 10, 15, 20, 25 y 30 pg/mL a una longitud de onda de 547

nm, el cual cumplié con todos los parametros de desemperio establecidos.

Las MP’s liberan alrededor del 90% de azitromicina al cabo de 24 h, en un

ambiente acido caracteristico de la neumonia (pH 6.6).

Las MP’s mostraron una bioadhesion del 54.9 + 4.5% mediante el uso de

tejido de pulmon e interaccionando con mucinas.

De acuerdo con las propiedades reoldgicas, las MP’s formuladas como polvo
seco no presentaron buenas propiedades de flujo, sin embargo, cuando se
coloca presion sobre el polvo, éste se dispersa facil y ampliamente. Por su
parte al formularse como suspensién para nebulizacidbn presentaron un
diametro de masa media aerodinamico y una desviacién estdndar geométrica
adecuados para lograr una deposicion pulmonar eficaz, a nivel de

bronquiolos y alveolos.

Los estudios de reto contra cepas bacterianas pudieron evidenciar que la
actividad antimicrobiana de la azitromicina no se pierde cuando se incorpora
en las MP’s, con una CMI 4 y 8 veces mas alta (dependiendo la bacteria) que

el farmaco solo.
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11. PERSPECTIVAS

e Emplear mayor cantidad de porégeno para producir particulas porosas.

e Probar esta metodologia para formular farmacos con propiedades

fisicoquimicas parecidas a la azitromicina y evaluarse para la via pulmonar.

e Emplear diferentes excipientes para formulaciones de polvo seco para
inhalacion, para mejorar las propiedades de flujo de las microparticulas.

e Desarrollar particulas de menor tamafio que puedan internalizar en las

bacterias.

e Evaluar la AZT en polvo directamente en las cepas bacterianas.

e Evaluarlas MP’s en cepas bacterianas que presenten perfiles de resistencia.

e Evaluar la distribucion y eficacia de las MP’s en un modelo in vivo.
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13. ANEXOS.

13.1 Analisis de varianza de rendimiento, talla, potencial Z y eficiencia de

encapsulacion.

Rendimiento (%)

Means and 95.0 Percent LSD Intervals

94 [~ =
84| ]
4l -
64 | ]
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MNP's 50 MNP's 100 MNP's 150
Muestra

Figura 44. Grafico del rendimiento de manufactura de las diferentes particulas

Tamafio (nm)

Figura 45.

obtenidas. Se muestra el valor promedio = D.E. (n = 3)

Means and 95.0 Percent LSD Intervals
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Gréfico del tamafio promedio de las diferentes particulas obtenidas. Se
muestra el valor promedio con intervalos de Tukey (n = 3).
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Means and 95.0 Percent LSD Intervals
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Figura 46. Grafico de Potencial Z de las diferentes particulas obtenidas. Se
muestra el valor promedio con intervalos de LSD (n = 3).
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Figura 47. Grafico de la eficiencia de encapsulacion. Se muestra el valor promedio
con intervalos de LSD (n = 3).
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13.2 Graficos de modelos matematicos ajustados a los perfiles de liberacion.
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Figura 48. Gréafico de modelo de orden cero.
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Figura 49. Grafico de modelo primer orden.
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Figura 50. Grafico de modelo de Higuchi.
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Figura 51. Grafico de modelo de Hixson-Crowell.
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Ln concentracion acumulada
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Figura 52. Grafico de modelo de Korsmeyer-Peppas.

13.3 Tabla de la interaccion de las MP’s con soluciones de mucina al 1 y 2%.

Tabla 22. Tamano promedio y potencial Z de las MP’s al interactuar con mucinas.

Tiempo (min)/ Tamarfo (nm) Potencial Z (mV)
0 1105.8 £ 165.7 994.6 + 86.9 -29.0+15 | -32.6 +2.2
30 1003.8 +400.4 | 1002.7+147.4 | -179+16 | -9.2+14
60 760.6 + 125.8 493.1+1105 | -17.1+06 | -11.9+1.8
120 864.2 + 152.5 367.8 + 30.1 -16.8+0.8 | -13.3+3.2
240 31245+47.4 3575.5+3429 | -17.1+0.7 | -10.0+£0.9

Se muestra el valor promedio (n =2) £ D.E.
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13.4 Andlisis de varianza para las formulaciones como polvo seco para

inhalacion.
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Figura 53. Grafico de la densidad aparente. Se muestra el valor promedio con
intervalos de Tukey (n = 3).
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Figura 54. Grafico de densidad compactada. Se muestra el valor promedio con
intervalos de Tukey (n = 3).
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Figura 55. Gréfico de indice de Carr. Se muestra el valor promedio con intervalos
de Tukey (n = 3).
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Figura 56. Grafico del indice de Hausner. Se muestra el valor promedio con
intervalos de Tukey (n = 3).
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Angulo de reposo
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Figura 57. Grafico del angulo de reposo. Se muestra el valor promedio con
intervalos de Tukey: para lactosa y microparticulas (n = 9), para mezclas (n = 6).
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Figura 58. Grafico de velocidad de flujo. Se muestra el valor promedio con
intervalos de Tukey: para lactosa y microparticulas (n = 9), para mezclas (n = 6).
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13.5 Graficos y tablas de la determinacion del diametro de masa media
aerodinamica.

Tabla 23. MMAD y GSD calculados por porcentaje en peso.

.. Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3
Diametro Diametro - % Diametro- % Diametro- %
(um) % peso peso % peso peso % peso peso
10 4.80 48.00 11.20 112.00 4.00 40.00
8 15.20 121.60 19.20 153.60 8.80 70.40
3 n/a n/a 11.20 33.60 10.40 31.20
2 19.20 38.40 8.80 17.60 3.20 6.40
0.8 2.40 1.92 2.40 1.92 9.60 7.68
0.45 58.40 26.28 4720 2124 64.00 28.80
Suma 236.20 Suma 339.96 Suma 184.48
MMAD 2.36 MMAD 3.40 MMAD 1.84
GSD 0.44 GSD 0.44 GSD 0.44
n/a: No aplica.
Ensayo 1 y = -53.98x +60.125
o 100 R®=0.788

Porcentaje acumulado (%)

-04 03 02 01 0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1
Log diametro

Despejede | ypap X Y
formula GSD
Y 50% 84% 16%
V-60.125 7042 | 2387 | 4412 XY Raiz
Y.60.125/5398 | 0.18 044 0.81 849%/18% /84716
Antilog 154 0.36 6.56 0.05 0.23

Figura 59. Gréfico de porcentaje acumulado (%) vs el logaritmo del diametro de
membrana, con su respectiva tabla para calcular el MMAD y el GSD a partir de la
ecuacion. Ensayo 1.
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Ensayo 2

Porcentaje acumulado (%)

-04 -03

02 01 0 01

02 03 04 05 06
Log diametro

=-51.032x + 66.764
R*=10.8387

0y 08 09 1

Despeje de

- MMAD X Y
formula GSD
Y 50% 84% 16%
Y-80.784 -16.78 17.23 -50.76 XY Raiz
¥-60.764/-51.032 0.32 -0.33 0.99 84%/16% 84716
Antilog 213 045 9.87 0.04 0.21

Figura 60. Grafico de porcentaje acumulado (%) vs el logaritmo del diametro de
membrana, con su respectiva tabla para calcular el MMAD y el GSD a partir de la

ecuacion. Ensayo 2.

Ensayo 3

Porcentaje acumulado (%)

-04 03 -02 -01 0 041

y =-55.331x + 54.368

R*=0.7436
100

Yy

30E. —

e
02 03 04 05 06 07 08 09 1
Log diametro

0

Despejede | yyap X Y
formula GSD
Y 50% 84% 16%
Y-54.368 436 2963 38.36 XIY Raiz
Y.54.368/-55.331 | 007 053 0.69 84%/16% /84/16
Antilog 119 0.29 4.93 0.05 0.24

Figura 61. Grafico de porcentaje acumulado (%) vs el logaritmo del diametro de
membrana, con su respectiva tabla para calcular el MMAD y el GSD a partir de la

ecuacion. Ensayo 3.
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Tabla 24. Calculo del MMAD a partir de la férmula.

MMAD
Diametro Densidad Densidad
Muestra | geométrico |compactada| aparente [P0] | X p/pO*X | (p/p0*X)*1/2 | d(p/p0*X)*1/2| Promedio D.E.
[d] (um) [P] (g/mL) (g/mL)
1.083 0.389 0.242 1 1.611 1.269 1.375 1.390 0.014
2 1.083 0.389 0.233 1 1.667 1.291 1.398
3 1.083 0.389 0.233 1 1.667 1.291 1.398
13.6 Ensayos de microdilucién en placas de 96 pozos.
pg/mL 52 52
64 — 3 — 18 8 s —l—p ——f —— 5 — 025 —0125 58 5%
B O o O a

MNP’s con
AZT

MNP’ssin
AZT

AZT en solucién
hidroalcohdlica

Figura 62. Placa de 96 pozos de B. subtilis expuesta a los 3 tratamientos después
de 48 h.
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pg/mL

°
64 — 32 — 16 —8 8 — 4 -1—2—1—0.5 — 025 — 0125 §

esterilidad

NN XV XN 7

MNP’s con
AZT

MNP’s sin
AZT

AZT en solucion
hidroalcohdlica

Figura 63. Placa de 96 pozos de S. aureus expuesta a los 3 tratamientos después

de 48 h.
B
pg/mL a2 59
64 — 32 — 16 — 8 — 4 2 —— 1 — 05 — 025 —012% 52 £%
O o O a

MNP’s con
AZT

MNP’s sin
AZT T

AZT ensolucion |
hidroalcohdlica

después de 48 h.

Pagina | 125



B ANEXOS |

ug/mL

64 — 32 — 16 — 8 —m 4 —1—2 — 1 — 05 — 025 —0125

esterilidad

" Control
Control
positivo

MNP’scon
AZT

MNP’ssin v : 1 = . < y

AZT
"?//\ SO /\ /\/\ \ \ \\

AZT en solucion
hidroalcohdlica

Figura 65. Placa de 96 pozos de K. pneumoniae expuesta a los 3 tratamientos

después de 48 h.
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13.7 Constancias de participacion en conqresos.

Los resultados obtenidos se presentaron en los siguientes congresos participando en modo cartel.

> RS,
Crenegredee - v recel cte
50»\ 2 4 —_

Clepecias - Faarmocccintices
. /:7///%/_ 7////:;1-('

3 a 7 de Sepriembre de 2017

“Cetna vuclta al medicamente de S0 aiics ™
50) Tt / 4
La Asociacion Farmacéutica Mexicana, A.C.
otorga el presente

RECONOCIMIENTO .

Areli Mastache Juarez, Sergio Alcala Alcala
Por la presentacion del trabajo

Obtencion de micro-nanoparticulas bioadhesivas y biodegradables
para la administracion pulmonar de farmacos

) ) —
/ - - =
\x ) ‘\\ LNl - — 3 \é._:‘_,;,t'_’, T~

QFB. Victorid\Ruiseco Nocetti Dra. ],ll/«lhiw.\illl(ht‘/ Gonzilez
Presidendg AFFM Direccion de Ciencia y Tecnologia

Inivex=
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‘cmsam NACIONAL DE

QUIMICOS FARMACEUTICOS BIOLOGOS Zacultad
MEXICO.AC. @ de Farmacia

El Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos
Meéxico, A.C.

y la Universidad Auténoma del Estado de Morelos

Otorgan la presente

CONSTANCIA

a: L.F. Mastache-Judrez, Areli; Dr. Alcald-Alcald, Sergio.

Por su participacion como PONENTES del trabajo titulado: « OBTENCION DE MICRO-NANOPARTICULAS
BIOADHESIVAS Y BIODEGRADABLES PARA LA ADMINISTRACION PULMONAR DE FARMACOS », en el XXVI Congres
Nacional de Educacién Quimica Farmacéutica Bioldgica y XXIl Reuniéon Nacional de Estudiantes de Farmacia.

Cuernavaca, Morelos, a 07, 08 y 09 de febrero de 201 8.

_DESS Rodolfo Cruz Rodriguez M. en C./Kefineth Rubio Carrasco Dra. Mar?/éstela Meléngdéz Camargo Dr. Efrén Hernandez Baltazar

Presidente del Colegio Nacional de Presidentd de la Comision de Reunion Presidenté de la Comision de Educacion Director de la Facultad de Farmacia de la

Quimicos Farmacéuticos Bi6logos Nacional de Estudiantes de Farmacia del del CNQFBM, A.C. Universidad Auténoma del Estado de Morelos
México, A.C. CNQFBM, A.C.
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“INNOVACION Y DESARROLLO FARMACEUTICO
CON IMPACTO EN LA SALUD Y BIENESTAR DE LA POBLACION"

LI Congreso Nacional de
CIENCIAS FARMACEUTICAS

-

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

RECONOCIMIENTO a:

Areli Mastache Juarez, Sergio Alcala Alcala, Oscar Torres Angeles, Jests
Rivera Islas

Por la presentacion del trabajo:
Desarrollo de micro-nanoparticulas biodegradables de gantrez para la
administracion pulmonar de azitromicina

Z
Septiembre 2018, Puerto Vallarta, Jalisco.
Dr. Efrén Hernandez Baltazar Dra. Verdfica Rodriguez Lopez
Presidencia de la Asociacién Farmacéutica Mexicana, A. C Direccién de Ciencia y Tecnologla de [a Asociacién Farmacéutica Mexicana, A. C
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