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RESUMEN

El propésito de este trabajo fue desarrollar un método para preparar
nanoparticulas poliméricas y nanocristales mediante la técnica de desplazamiento
de disolvente utilizando dioxido de silicio coloidal como estabilizante. Para la
preparacién de nanoparticulas se evaluaron 3 polimeros; Etilcelulosa, Acido

poli(lactico-co-glicélico) y Poli-E-caprolactona.

Para la preparacion de nanocristales se seleccionaron diversos farmacos del
grupo Il de la clasificacidbn biofarmacéutica. Se obtuvieron nanocristales de
ivermectina y ketoconazol estabilizados con didxido de silicio coloidal. Esto es un
importante hallazgo ya que no existen otras referencias de nanocristales obtenidos
mediante la técnica de desplazamiento de disolvente que utilicen como

estabilizante algun sélido.

En la preparacion de nanoparticulas de Etilcelulosa la presencia de dioxido de
silicio coloidal no presentd las propiedades de un estabilizante que ayudara a
incrementar la estabilidad y rendimiento. En el caso del Acido poli(lactico-co-
glicélico) y de Poli-E-caprolactona ocurrié floculacién del polimero en presencia de
diéxido de silicio coloidal. El diéxido de silicio coloidal no fue efectivo como
estabilizante de nanoparticulas preparadas a partir de los polimeros evaluados en

este trabajo.

Los nanocristales de menor tamafo de particula fueron los obtenidos con
ketoconazol, por lo que se prepararon comprimidos con estos nanocristales y se
compar6 su velocidad de disolucién contra comprimidos preparados utilizando los
cristales de ketoconazol sin tratamiento previo. La velocidad de disolucién se
evalué conforme a la prueba indicada para este farmaco en la USP. No se observo
diferencia en la velocidad de disolucion de ambos sistemas, esto se debié a que el
ketoconazol a pesar de ser poco soluble en agua, presenta una rapida disolucién
en el medio especificado para la prueba en la USP (HCI 0.1N).
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. INTRODUCCION

Un gran numero de farmacos presentan problemas de solubilidad,
aproximadamente el 40% de los que actualmente se encuentran en fase de
desarrollo tienen una baja solubilidad en agua. Son de principal interés aquellos
farmacos que pertenecen al grupo Il de la clasificacién biofarmacéutica (baja
solubilidad, alta permeabilidad), pues para estos la disolucion es el paso limitante
de la absorcion.

Se han utilizado diversas estrategias para incrementar la velocidad de disolucion
de farmacos poco solubles, por ejemplo; co-disolvencia, micronizacién, formacién
de sales, dispersiones sélidas, y nanosistemas: sistemas vesiculares (liposomas y
niosomas), complejos de inclusibn (ciclodextrinas),  microemulsiones,

nanoparticulas y nanocristales.

En el presente trabajo se propuso una metodologia para formar nanoparticulas
poliméricas y nanocristales estabilizados mediante dioxido de silicio coloidal, como
una alternativa que permita aumentar la velocidad de disoluciéon de farmacos del

grupo Il de la clasificacién biofarmacéutica.



.  ANTECEDENTES

Existen multiples técnicas para la formacion de nanoparticulas poliméricas y de
nanocristales. Se pueden obtener nanoparticulas poliméricas, por ejemplo,
mediante emulsificacién-evaporaciéon, “salting-out”, emulsificacion-difusién vy
desplazamiento de disolvente. Los nanocristales a su vez pueden obtenerse
mediante técnicas como molienda en humedo, microfluidizacion, homogenizacion

a alta presion, tecnologia de fluidos supercriticos y desplazamiento de disolvente.

Independientemente de la técnica utilizada en la preparacién de nanoparticulas
poliméricas y de nanocristales, suele incorporarse algun estabilizante para evitar la
agregacion de las estructuras formadas. Como estabilizante generalmente se
emplea algun agente tensoactivo, sin embargo en un trabajo previo se utilizd
diéxido de silicio coloidal como estabilizante en la preparacion de nanocristales de
ciclosporina. Debido a la amplia utilizacion del diéxido de silicio coloidal en la
industria farmacéutica, resulta un material que de utilizarse en la preparacion de
nanoparticulas o nanocristales, facilitaria la incorporacion de estas estructuras en
diversas formas farmacéuticas, tales como suspensiones o comprimidos de

compresion directa.

En el presente trabajo se propuso una metodologia para obtener nanocristales de
varios farmacos del grupo Il de la clasificacion biofarmacéutica, asi como
nanoparticulas poliméricas mediante desplazamiento de disolvente utilizando

como estabilizante didxido de silicio coloidal.



.  MARCO TEORICO

1. NANOTECNOLOGIA

La nanotecnologia es la tecnologia de los materiales y de las estructuras en la que
el orden de magnitud se mide en nanémetros (1-1000 nm), con aplicaciones a la

fisica, quimica y biologia.

Uno de los campos en que la nanotecnologia esta teniendo un gran impacto es el
ambito meédico. Mediante la nanotecnologia ha sido posible mejorar la
farmacocinética y farmacodinamia de diversos farmacos usando como
acarreadores numerosos nanosistemas, tales como liposomas, microemulsiones,

dendrimeros, cristales liquidos, nanoparticulas poliméricas y nanocristales (1, 2).

Los nanosistemas anteriormente mencionados tienen una aplicacion
especialmente importante para farmacos del grupo Il de la clasificacidén
biofarmacéutica (baja solubilidad, alta permeabilidad), en los cuales la solubilidad
es el paso limitante para su absorcién. Para resolver la problematica de estos
farmacos se han utilizado ampliamente nanoparticulas poliméricas y nanocristales,

a continuacion se mencionan algunas generalidades de estos dos sistemas.
1.1. Nanoparticulas poliméricas.

Existen mdultiples trabajos en los que se han desarrollado nanoparticulas
poliméricas como sistemas de liberacion de farmacos (3-13) entre las principales
ventajas que se obtienen mediante la incorporacibn de farmacos en
nanoparticulas estan la proteccion ante agentes degradantes, mayor
biodisponibilidad, menor toxicidad y menos efectos adversos, asi como la

posibilidad de dirigir el farmaco a un sitio especifico dentro del organismo (14).

Las nanoparticulas de uso farmacéutico generalmente tienen un tamano que va de
los 10 a 1000 nm. Las nanoparticulas poliméricas pueden subdividirse de acuerdo
a la distribucién del farmaco como nanocapsulas y nanoesferas. Las nanocapsulas
son sistemas vesiculares en los que el farmaco esta confinado en una cavidad



central (la cual puede ser de naturaleza oleosa) rodeada de una membrana de
polimero, mientras que las nanoesferas son sistemas matriciales en los que el

farmaco y el polimero se encuentran uniformemente distribuidos (14).

En la preparacion de nanoparticulas poliméricas se prefiere utilizar polimeros
biodegradables, algunos de los que mas se han utilizado son el acido polilactico,
acido poliglicolico, acido poli(lactico-co-glicélico) en diversas proporciones vy
policianoacrilatos, también se ha utilizado quitosan, gelatina y alginato de sodio
(14).

Existen varios métodos para la preparacién de nanoparticulas poliméricas, pueden
agruparse en tres grandes categorias; 1) Dispersiones de polimeros preformados,
2) Polimerizacién de monomeros y 3) Gelacion idnica o coacervacion de polimeros
hidrofilicos (1). La dispersion de polimeros preformados ha sido ampliamente
utilizada debido a que los requerimientos para trabajar con esta técnica son mas
accesibles que los requeridos en las otras metodologias. Para la formacién de
nanoparticulas a partir de polimeros preformados existen diversas técnicas,
algunas de ellas son emulsificacion-evaporacion, desplazamiento de disolvente,

“salting-out” y emulsificacion-difusién (15).

En el presente trabajo se utiliz6 el método de desplazamiento de disolvente, el
cual se describira mas adelante.

1.2 Nanocristales.

Los nanocristales se definen como particulas sélidas de farmacos con un tamafno
de 1 a 1000 nanémetros. Estas particulas de tamafo submicrénico pueden ser
amorfas y aun asi ser consideradas como nanocristales (16). Por definiciéon estan
compuestos 100% de farmaco, sin ningun otro material que componga la matriz,
sin embargo, la mayoria de ellos contienen en su superficie algun estabilizante
que previene su agregacion en cristales de mayor tamano. Cuando se encuentran
en dispersidn se les conoce como nanosuspensiones y comunmente se componen

del medio de dispersién (generalmente agua), farmaco y algun estabilizante (17).



Como resultado de su mayor area superficial, el uso de farmacos en tamafno
nanomeétrico aporta ventajas muy importantes, algunas de las mas notables son:
mayor solubilidad y velocidad de disolucion, rapido efecto, incremento en la
biodisponibilidad oral, menor dosis requerida y menor variabilidad en la
biodisponibilidad resultado de la dieta (17).

Mediante la formacidén de nanocristales se consiguen mayores ventajas que con el
uso de la micronizacién, por ejemplo; mediante la micronizacién se obtienen
cristales con un rango de tamanos de 1 a 10 ym lograndose asi un incremento en
la velocidad de disolucion por el aumento del area superficial, sin embargo, la
solubilidad del farmaco no se ve modificada. Con la formacién de nanocristales es
posible incluso incrementar la solubilidad. El incremento en la solubilidad puede
explicarse utilizando la ecuacién de Freundlich-Ostwald (18).

>*Va@* %a/B
R+T*r g

o

XA(B) — xA(B) * e Ecuacion 1

Donde Xagp) es la solubilidad del compuesto A expresada en fraccion mol, el cual
tiene forma esférica con un radio rq en un disolvente § a una temperatura T (en
grados Kelvin) y presion p (Pa), X°A(,;) es la solubilidad bajo las mismas
condiciones para una fase a infinitamente grande, o’y g €s la energia interfacial
(J/m?) entre ambas fases, V%« es el volumen molar de la fase A(a) y R es la
constante universal de los gases. Como puede apreciarse en la ecuacién 1, a
menor radio de la particula mayor solubilidad, sin embargo este aumento
comienza a ser significativo Unicamente cuando tenemos tamanos en el rango

nanomeétrico.

Los métodos para la preparacion de nanocristales pueden agruparse de manera
general en dos categorias: aquellos en los que a partir de cristales grandes se
procede a su fragmentacién para obtener nanocristales (top-down) y en los que a

partir de moléculas individuales se induce un proceso de cristalizacién controlado



(bottom-up). Algunos métodos de tipo top-down que se han utilizado para preparar
nanocristales son molienda en humedo, microfluidizacion y homogenizacién a alta
presion. En cuanto a métodos de tipo bottom-up se encuentra el método de

desplazamiento de disolvente y tecnologias de fluidos supercriticos (19).

2. POLIMEROS

Como ya se mencioné anteriormente, diversos polimeros se utilizan en la
formacién de nanoparticulas, por lo tanto en esta seccion se describiran algunos

de ellos.

2.1 Polimeros sintéticos utilizados en la preparacién de nanoparticulas.

Los polimeros son cadenas largas de moléculas repetidas, cada una de las
unidades repetidas pueden diferir de las moléculas individuales a partir de las
cuales se obtuvo el polimero en la pérdida de alguna insaturacion o de alguna
molécula pequenia como H>O o HCI. Estas diferencias dependen de la reaccién de

polimerizacién utilizada (20).

Los métodos para obtener polimeros sintéticos se clasifican en dos categorias
principales; crecimiento en cadena (polimerizacién de adicidén) y crecimiento en

etapas (polimerizacién de condensacion) (21).

En la polimerizacién de crecimiento en cadena un iniciador se adiciona a un doble
enlace carbono-carbono de un sustrato insaturado y forma un intermediario
reactivo, este a su vez reacciona con una segunda molécula del monémero
generando un segundo intermediario que reacciona con una tercera unidad de
monomero y asi consecutivamente. El iniciador puede ser un radical, un acido, o

un anion (21).

En la polimerizacion de crecimiento en etapas cada enlace de la cadena se forma
de manera independiente de los otros. Dos monémeros reaccionan para formar un
enlace covalente eliminando de su estructura alguna molécula pequefia o

rompiendo algun enlace (insaturacion o apertura de algun anillo) (20).



Los polimeros sintéticos pueden ser homopolimeros (constituidos por un solo tipo
de mondmero) o copolimeros (compuestos por dos 0 mas tipos de monémeros) y
a su vez estos pueden ser aleatorios, alternados, en bloques o por injertos (Fig. 1)
(21).

—A—A—A—A—B—-B—-A-B-B-A-A-A-B-B-B-B-A-AB—
Copolimero aleatorio

—A—B—A—B—-A—-B—-A-B—-A-B-A-B-AB-A-B-A-B—-A—
Copolimero alternado

—A —-A—-A—-A-A-A-A-A-A—AB- BB BB BB B-B—
Copolimero en bloque

—A—A—A—A-A-A-AA—A—A—-A—AA-AA-AA—A—A—
|
B

W—0wW— W —
W— W — W —

|
B
|
B

Copolimero por injertos

Fig 1. Diferentes tipos de copolimeros.

La distribucién de las unidades de mondmeros depende de sus proporciones
iniciales y de sus reactividades relativas. Por lo general no se obtienen
copolimeros 100% aleatorios o alternados. La mayor parte de los copolimeros

presentan muchas imperfecciones aleatorias.

Diversos polimeros sintéticos se han utilizado en la preparacién de nanoparticulas,
por ejemplo; etilcelulosa, polimetacrilato, poli-E-caprolactona (PCL) y poliésteres,
siendo los mas utilizados el poliacido lactico (PLA), el poliacido glicélico (PGA) y
sus copolimeros; acido poli(lactico-co-glicélico). A continuaciéon se describiran las
principales caracteristicas de tres de estos polimeros: etilcelulosa, acido
poli(lactico-co-glicdlico) y poli-E-caprolactona, por haber sido los utilizados en el
presente trabajo.



2.2 Etilcelulosa

La etilcelulosa (EC) es un polimero semisintético derivado de la celulosa, se
obtiene sometiendo celulosa purificada a una solucién alcalina, para después

hacerla reaccionar con cloruro de etilo como se muestra en la figura 2 (22).

El grado de sustitucién (GS) designa el niumero promedio de grupos hidroxilos que
han reaccionado con cloruro de etilo en cada anhidroglucosa. Debido a que cada
unidad de anhidroglucosa posee tres grupos hidroxilo, el maximo valor de GS es
3. El porcentaje de contenido de grupos etoxilo en muestras comerciales va de
44% a 52.5% (22-23).

CH OH CH OH CH20Na CH20Na

CH, OH CH20Na
Celulosa Celulosa alcalina
CH20Na CH20Na CH20C2Hs CH20C2Hs
CH20Na CH20C2Hs
Celulosa alcalina Etilcelulosa

Fig. 2 Reaccion de obtencion de etilcelulosa. Se muestra la sustitucion sélo en
uno de los grupos oxidrilo de cada anhidroglucosa, pero puede ocurrir en
cualquiera de los tres.

La etilcelulosa se utiliza ampliamente en la industria farmacéutica como polimero
de recubrimiento en formas farmacéuticas de liberacién modificada. También se

ha utilizado en la preparacién de nanoparticulas no biodegradables (23).



2.3 Acido poli(lactico-co-glicolico) (PLGA)

El PLGA es un copolimero aleatorio de tipo poliéster. Es uno de los polimeros que
mas se ha utilizado para la preparacion de sistemas de liberacion de farmacos,
entre ellos las nanoparticulas. La principal razén por la que se usa ampliamente es
que se trata de un polimero biodegradable, biocompatible y no toxico. Mediante la
hidrélisis de sus enlaces ésteres es degradado a &cido lactico y glicdlico, y estos
se eliminan del organismo facilmente mediante el ciclo de Krebs (24). Puede
obtenerse una amplia variedad de cadenas de PLGA (diferentes pesos
moleculares y proporciones de monomeros) mediante dos procesos de sintesis: 1)
policondensacion directa (se utiliza principalmente para obtener bajos pesos
moleculares) y 2) polimerizacién ciclica de dimeros por apertura de anillo, siendo
esta dltima la més utilizada (Fig. 3) (25).

o 0
|
. / )
CH; o r P S 0 0
= TR — . ldcno b CH o} C-CH,— O-C-CH,-O
Q CH; o_
E ’ ‘m n
e v .
o 0 polilactida Acido
lactida glicolida poliglicélico

Fig. 3 Sintesis de PLGA mediante polimerizacion ciclica de dimeros por
apertura de anillo

En la polimerizacion ciclica de dimeros mediante apertura de anillo los polimeros
se hacen reaccionar durante un tiempo de entre 2 y 6 horas a una temperatura de
175°C. Normalmente se utiliza como catalizador cloruro de estano u octoato de
estafo, pero también se ha usado acido p-toluenosulfénico y trifloruro de
antimonio. Por lo general se adiciona alcohol laurico para controlar el peso
molecular resultante (24).

Debido al carbono B asimétrico del acido lactico, existen dos estereoisomeros (D y
L), por lo que los polimeros resultantes pueden ser D, L o racémicos (24).



La estructura quimica del acido lactico y del glicélico difieren inicamente en que el
primero posee un grupo metilo, siendo por tanto mas hidrofébico, esto contribuye a
que existan diferencias en la cinética de degradacién del PLGA dependiendo de la
proporcién de sus monémeros. Una mayor cantidad de acido polilactico ocasiona
una mas rapida degradacion debido a una disminucién en la cristalinidad del
polimero (26).

Se han realizado multiples estudios de la cinética de degradacion del PLGA, el
amplio conocimiento que existe acerca de los tiempos de vida media de varios
PLGAs in vivo es una de las razones de su amplia utilizacién. El copolimero 50:50
lactico-co-glicdlico es el que mas rapido se degrada, los PLGAs de proporcion
65:35, 75:25 y 85:15 tienen progresivamente menores velocidades de degradacion
(24).

2.4 Poli-E-caprolactona (PCL)

La poli-E-caprolactona (PCL), al igual que el PLGA, es un poliéster alifatico
biodegradable. La polimerizacion de la caprolactona puede llevarse a cabo
mediante por lo menos cuatro mecanismos; anionico, catiénico, coordinacion y

mediante radicales (24).

O
Catalizador ﬁ

0 + Calor . O—(CHz)S—C
\J .

€-caprolactona Poli-E-caprolactona

Fig. 4 Sintesis de Poli-E-caprolactona

La PCL tiene una velocidad de degradacién menor al PLGA y por lo tanto se utiliza
para sistemas de liberaciébn de tiempo mas prolongado. La PLC tiene una
estructura semicristalina y funde entre 59 - 64 °C. El grado de cristalinidad de la

10



PLC varia con su peso molecular, en las moléculas cuyo peso excede los 100,000
Daltons su grado de cristalinidad es de alrededor del 40% mientras que en
aquellas cuyo peso es menor a 500 daltons alcanza el 80%. La cristalinidad juega
un papel importante tanto en la permeabilidad como en la biodegradabilidad del
polimero (debido a que el agua no tiene acceso a las estructuras internas de los
cristales) (24).

Una propiedad importante de la PCL es que puede copolimerizarse con otros
mondmeros, tales como Oxido de etileno, cloropreno, tetrahidrofurano,
varelolactona, metacrilato y vinilacetato. Se han estudiado sobre todo los
copolimeros de caprolactona con acido lactico (27).

3. POTENCIAL ZETA

Para que las nanoparticulas poliméricas y los nanocristales se mantengan en
dispersion un factor importante es su potencial Zeta, por lo que a continuacion se
dara una breve introduccion a este concepto.

Las particulas dispersas en un liquido pueden adquirir carga debido
principalmente a dos fendémenos; por la absorcidén de iones en solucion (incluso de
iones hidronio o hidroxilo provenientes de la ionizacion del agua), o debido a la
ionizacién de especies quimicas presentes en la superficie de la particula. Un
tercer fendbmeno menos comun se da cuando existe una diferencia en la constante

dieléctrica de la particula y el medio en que se encuentra dispersa (28).

Cuando una particula coloidal con carga positiva se dispersa en un medio liquido
que contiene iones, los aniones se adsorben sobre su superficie dotandola de
carga negativa. Por otro lado, el movimiento térmico tiende a producir una
distribucidén equitativa de todos los iones en solucion. Como resultado de estos
dos fendbmenos se establece un equilibrio en el que existe un exceso de aniones
cerca de la superficie positiva, este exceso de aniones va disminuyendo a medida
gue se incrementa la distancia con respecto a la superficie de la particula. A una
distancia dada de la superficie, la concentracidbn de aniones y cationes son
equivalentes, por lo que prevalece la neutralidad eléctrica de la solucion; es decir,
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el sistema es eléctricamente neutro, sin embargo, existen regiones con

distribucién inequitativa de cationes y aniones (28).
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Fig. 5 Representacion esquematica de la doble capa difusa.
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Lo antes descrito se ilustra en la figura 5; los iones adsorbidos que dotan de carga
negativa la superficie se denominan contra-iones (por tener carga opuesta a la
superficie) o iones determinantes del potencial, estos forman una capa rigida
conocida como capa Stern. El grado de atraccién entre la capa Stern y el coloide
es tal que los movimientos del coloide con respecto al medio de dispersidn tienen
como plano de corte la capa Stern'y no la superficie verdadera del coloide. Otros

iones de carga opuesta al coloide (co-iones) son atraidos por la capa Stern.

Este equilibrio dinamico resulta en la formacién de una capa difusa compuesta
principalmente por contra iones y en menor medida co-iones (carga igual a la del
coloide). La llamada doble capa estd compuesta por la capa Stern y la capa difusa
(28), (29).

El coloide y su atmésfera cargada producen un potencial eléctrico relativo a la
solucion. Este tiene valor maximo en la superficie y disminuye gradualmente con la

distancia, aproximandose a cero fuera de la capa difusa (29).

El potencial en la zona de unidén entre la capa difusa y la Stern se denomina
potencial zeta y tiene implicaciones practicas debido a que éste determina el grado
de repulsién entre particulas dispersas con carga similar (28). Si ponemos como
ejemplo de sistema disperso una suspensiéon coloidal, entonces si todas las
particulas en suspensién tienen un alto potencial zeta (positivo o negativo)
tenderan a repelerse y no flocularan. En general se considera que particulas con
potencial zeta mayor a £ 30 mV son estables y no tienden a flocular (30).

3.1 Movilidad electroforética y medicion de potencial Zeta

Un efecto importante ocasionado por la existencia de cargas eléctricas sobre la
superficie de una particula es la electroforesis. Cuando se aplica un campo
eléctrico a través de un electrolito, las particulas cargadas que se encuentran en
suspensién son atraidas hacia el electrodo de carga opuesta. La viscosidad del
medio se opone al movimiento de las particulas, sin embargo cuando se alcanza

el equilibrio entre ambas fuerzas las particulas cargadas se mueven a una
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velocidad constante, la cual depende ademas, del voltaje aplicado, de la constante

dieléctrica del medio y del potencial Zeta de la particula (30).

La velocidad de particulas cargadas en un campo eléctrico se denomina

movilidad electroforética y puede calcularse mediante la ecuacién de Henry:

_ 2&zf (Ka)
— o

U

E

Donde:

Ue = movilidad electroforética

€ = constante dieléctrica del medio
z = potencial Zeta de la particula
f(Ka) = funcién de Henry

I = viscosidad del medio

Por lo tanto, utilizando la ecuacion de Henry es posible determinar el potencial

Zeta de una particula si se conoce su movilidad electroforética.

Existen diversos instrumentos capaces de medir la movilidad electroforética
utilizando la técnica de velocimetria laser doppler (LDV por sus siglas en inglés).
La medicion se realiza haciendo incidir un haz de luz sobre las particulas en
movimiento, las cuales dispersan la luz, entonces el haz de luz dispersado es
comparado contra un haz de referencia. Esto produce una fluctuacion en la
intensidad de la sefial donde el grado de fluctuacién es proporcional a la velocidad

de las particulas (30).
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4. DESPLAZAMIENTO DE DISOLVENTE
El desplazamiento de disolvente es una técnica sencilla que se ha utilizado para la
preparacién de nanoparticulas poliméricas y mas recientemente también para la
preparacion de nanocristales, se le conoce también como nanoprecipitacion.
Para la formacion de nanoparticulas poliméricas mediante esta técnica se disuelve
el farmaco y polimero en un disolvente semipolar miscible con agua (p. €]
acetona o etanol). Esta solucién es vertida o inyectada en una soluciéon acuosa
que puede o0 no contener un estabilizante (p. ej. alcohol poli vinilico o polaxamero)
y que se encuentra en agitacion moderada (15, 31).
Se ha sugerido que la formacion de nanoparticulas mediante esta técnica es
comparable al mecanismo de “difusion y varamiento” que ocurre durante la
emulsificacion espontanea. Conforme a este mecanismo, el disolvente organico
difunde rapidamente hacia el agua llevando consigo cadenas de polimero que aun
se encuentran en solucion. A medida que la acetona difunde mayormente hacia el
agua el polimero queda “varado” en el agua formando diferentes estructuras
(particulas cuyo tamano puede estar en el rango nanométrico) (32). El mecanismo
de formacién de las nanoparticulas puede describirse en base a las interacciones
agua-disolvente, agua-polimero y disolvente-polimero (31).

4.1 Variables que afectan la formacion de nanoparticulas mediante
desplazamiento de disolvente.
Se han identificado diversos factores que afectan la formacién de nanoparticulas,
algunos de ellos son la concentracién utilizada de polimero, la proporcion de
disolvente y antidisolvente (L1/L2) utilizados y las caracteristicas fisicoquimicas
de la mezcla final, particularmente la constante dieléctrica. Stainmesse y
colaboradores (33) evaluaron estos tres aspectos utilizando como polimero poli-€-
caprolactona (PCL), como disolvente acetona y como antidisolvente agua (no se
adicioné ningun estabilizante), para lo cual construyeron un diagrama ternario

(figura 6).
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Fig 6. Diagrama ternario que muestra las regiones de formacidén y no formacion
de nanoparticulas de PCL mediante la técnica de desplazamiento de disolvente
utilizando acetona como disolvente y agua como anti disolvente. Tomado del
trabajo de Stainmesse et al (33)

En el diagrama se distinguen cuatro zonas. En la zona a, la concentracion de PCL
es mayor a su solubilidad en acetona, la zona bl corresponde a la region donde se
forman las nanoparticulas (0.5 a 1.5% PCL), mientras que en la zona bll ocurre
floculacién del polimero y en la bl disolucion del mismo. Nos concentraremos en

la zona bl ya que sélo en ésta se da la formacion de nanoparticulas (34).

Stainmesse et al. (34) mantuvieron constante la concentracion de polimero (26
g/L) modificando la proporcidon acetona/agua, monitorearon como se modifica la
constante dieléctrica (€) y el didmetro de las particulas obtenidas (tabla 1).
Conforme se increment6 la proporcion de acetona, disminuyé la € y el diametro
medio de las particulas obtenidas. A valores por arriba de 0.333 para proporcion
acetona/agua la floculacion fue tan marcada que no fue posible determinar el

tamano de las particulas obtenidas.
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Tabla 1. Modificacion del diametro de particula obtenido con respecto a la
constante dieléctrica del medio en el trabajo de Stainmesse et al (33).

Proporcién a‘;‘;‘% Constante dieléctrica Diametro (nm)
0.133 73.0 115
0.167 71.5 130
0.333 65.2 150
1.000 50.3 Floculacion
1.600 43.5 Floculacion
2.500 37.6 Floculacion
5.000 30.6 Floculacion

Adicionalmente Stainmesse et al. (34) encontraron que conforme se incremento la
concentracion del polimero se obtuvieron mayores tamanos de particula, hasta
llegar a la floculacion. Como se ha visto la constante dieléctrica es un parametro

importante en la formacién de nanoparticulas mediante esta técnica.

4.2 Tensoactivos como estabilizantes.
Para que se dé la formacion de nanoparticulas mediante la técnica de
desplazamiento de disolvente no se necesita la presencia de un estabilizante. Sin
embargo, casi siempre se adiciona alguno para evitar la agregacion de las
particulas. Los estabilizantes utilizados son tensoactivos, estos pueden ser ibnicos
(anidnicos y cationicos), no iénicos o anféteros (35). Un inconveniente del uso de
tensoactivos es la irritacion producida por estos, por ejemplo, se ha reportado que
los surfactantes producen irritacién local cuando son utilizados en formas
farmacéuticas de aplicacion tépica (35,36). A partir de estudios in vitro e in vivo se
sabe que los surfactantes pueden inducir cambios en la estructura de las
membranas celulares. Los surfactantes son capaces de solubilizar los lipidos que
componen las membranas biologicas, este efecto es dependiente de la
concentracion del surfactante. A baja concentracién de surfactante las

membranas disminuyen su capacidad de barrera protectora incrementandose su
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permeabilidad (este efecto es aprovechado para mejorar la absorcion de algunos
farmacos), mientras que a concentraciones altas ocurre la lisis celular (35). Se
sabe que los surfactantes anidnicos causan irritacion importante en piel de
humanos y animales, los catidnicos son igualmente irritantes pero mas citotoxicos,

mientras que los surfactantes no idnicos son los menos irritantes (35).

5. DIOXIDO DE SILICIO (SiO,) COLOIDAL

Las formas comercialmente disponibles de dioxido de silicio pueden dividirse en
dos grupos principales, soles y muestras sélidas. Los soles son particulas
coloidales dispersas en un medio liquido, estas particulas no sedimentan ni se
aglomeran. Las muestras sélidas comercialmente disponibles pueden a su vez
subdividirse de acuerdo a su método de obtencién en xerogeles, aerogeles,
precipitados secos y fumed silica, siendo estos dos ultimos los mas utilizados en la

industria farmacéutica (37).

Los precipitados secos de SiO, coloidal se obtienen desprendiendo SiO, de
alguna sal de diéxido se silicio que se hace reaccionar con algun acido inorganico,
procediendo después a la precipitacion y secado del SiO» (37).

N&Q(Si02)7 + HQSO4 — 3.3 SIOZ + N8.2804 + HQO

Se denomina fumed silica, Aerosil® (marca comercializada por Evonik®) 0
pyrogenic silica al SiO» coloidal obtenido mediante reaccion a altas temperaturas
(38).

SiC|4 + 2H2 + 02 i SIOZ + 4HC|

En el Aerosil®, el SiO, se encuentra agrupado en cuatro niveles que se describiran

a continuacion.

Durante la reaccién en la flama se forman protoparticulas con tamafno de 1-2 nm
(primer nivel), las cuales chocan entre si quedando adheridas y son cubiertas por
nuevas capas de SiO; originando particulas primarias con diametros de 5-50 nm

(segundo nivel). A su vez las particulas primarias sufren colisiones y se fusionan
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(mediante enlaces siloxano Si—-O-Si) produciendo agregados primarios (tercer
nivel). La unién de particulas primarias a estos agregados conduce a la formacion
de agregados secundarios (cuarto nivel) estables de mayor tamafno (100-500 nm)
que se mantienen unidos mediante puentes de hidrogeno vy fuerzas
electroestaticas (38, 39). Finalmente la asociacion de los agregados secundarios

origina conglomerados laxos (>1um) relativamente inestables (39).

Los agregados no separables de SiO, formados estan en el orden de 100 nm o
mas, por lo tanto es mejor considerar al Aerosil® como particulas submicrénicas

mas que como particulas nanométricas (40).

Las particulas de Aerosil® poseen gran area superficial especifica y altos
potenciales de superficie, esto ultimo debido a su alta densidad de grupos silanol
activos (alrededor de 1.8 por nm?) (38).

Al dispersar particulas de SiO» en agua, estas adquieren carga por la ionizacién
de los grupos silanol presentes en su superficie. A valores altos de pH los grupos
silanol actian como &cidos débiles adquiriendo carga negativa, mientras que a
valores bajos de pH se comportan como bases débiles protonables, por lo que

adquieren carga positiva (38):
—SiOH + OH™ 5 -SiO™ + H.0
—SiOH + H30"™ 5 —SiOH>" + H.0

Los grupos silanol no presentan carga cuando el pH de la dispersion es cercano a

su punto isoeléctrico (=2.5) (41)

Las particulas de SiO. no contienen Unicamente grupos silanol en su superficie,
pueden contener también grupos siloxano. Los grupos siloxano se originan por la
formacién de enlaces entre grupos silanol vecinos con la consecuente pérdida de

agua (37).

La cantidad de grupos siloxano presentes depende del método de obtencion de
las particulas de dioxido de silicio, asi como de los tratamientos posteriores a los
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cuales se les somete. En las particulas obtenidas mediante reaccion en flama
abundan los grupos siloxano, pues a la temperatura a que se da la reaccion ocurre
faciimente la deshidratacién de multiples grupos silanol con la consiguiente
formacion de grupos siloxano. En cambio, las particulas de SiO, obtenidas
mediante precipitacion son pobres en grupos siloxano. Cuando particulas
abundantes en grupos siloxano se dispersan en agua muchos de estos grupos son
hidratados, de forma que después de un tiempo quedan pocos grupos siloxano
(37).

Fig 7. Formacién de grupos siloxano a partir de grupos silanol mediante
calentamiento.

El SiO. coloidal se utiliza ampliamente en la fabricacion de medicamentos, por
ejemplo, en la fabricacién de comprimidos se utiliza como deslizante (42, 43),
teniendo también aplicaciones en la formulacion de formas farmacéuticas liquidas
y semisdlidas, principalmente como espesante, ayudando asi a la estabilizacién de
suspensiones (43). Debido a su tamafo, el SiO, coloidal se ha utilizado para la
preparacién de emulsiones aprovechando el principio de estabilizacion mediante
solidos finamente divididos (44).

Debido a la amplia utilizacion del SiO» coloidal en la industria farmacéutica, resulta
un material que de utilizarse en la preparaciéon de nanoparticulas o nanocristales,
facilitaria la incorporacidén de estas estructuras en diversas formas farmacéuticas,

tales como suspensiones o comprimidos de compresién directa.
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IV. JUSTIFICACION

Mediante la técnica de desplazamiento de disolvente es posible obtener tanto
nanoparticulas poliméricas como nanocristales. Ambos sistemas pueden ayudar a
aumentar o mejorar la solubilidad de diversos farmacos, especificamente los del
grupo Il de la clasificacion biofarmacéutica (baja solubilidad, alta permeabilidad),

para los cuales la disolucion es el paso limitante de la absorcion.

Es de interés para fines farmacéuticos obtener sistemas estabilizados con algun
material que pueda utilizarse en la preparaciéon de comprimidos de compresion
directa. Un excipiente accesible y ampliamente utilizado en compresién directa es
el diéxido de silicio, por lo tanto resulta importante evaluar si este puede utilizarse
para estabilizar nanosistemas (nanoparticulas poliméricas y nanocristales)

preparados por la técnica de desplazamiento de disolvente.
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V. HIPOTESIS

Si el didéxido de silicio sirve como estabilizante para prevenir la agregacion de
particulas en dispersion, entonces se puede utilizar como estabilizante de
nanosistemas preparados mediante la técnica de desplazamiento de disolvente.
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VI.  OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

Obtener dispersiones nanomeétricas (nanoparticulas poliméricas y nanocristales de
farmacos del grupo Il de la clasificacion biofarmacéutica) por la técnica de
desplazamiento de disolvente utilizando didéxido de silicio como estabilizante.

2. OBJETIVOS PARTICULARES
1.- Desarrollar un método que utilice la técnica de desplazamiento de disolvente
para la formacién de nanosistemas (nanoparticulas poliméricas y nanocristales de
farmacos del grupo Il de la clasificacion biofarmacéutica) utilizando diéxido de

silicio como estabilizante.
2.- Caracterizar los nanosistemas obtenidos mediante su tamafo de particula,

indice de polidispersién, potencial Zeta, y analisis mediante microscopia

electronica de barrido (MEB).
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VI. METODOLOGIA

1. PREPARACION DE DISPERSIONES DE DIOXIDO DE SILICIO COLOIDAL

En distintos experimentos se utilizaron dispersiones a diferentes concentraciones
(1 a 6%). Para cada una de las preparaciones se agité la cantidad necesaria de
diéxido de silicio (SiO,) coloidal (Aerosil® 200, Evonik®) en agua durante 12 horas,
después de lo cual se agit6é la dispersion utilizando un Ultra-Turrax® T18 basic
(IKA®, Germany) a 17,000 rpm durante 15 minutos, y posteriormente se sonicé la
muestra durante 1 hora. A las dispersiones de SiO; se les determind tamanos de
particula y potencial Zeta utilizando un Zetasizer® Nano-ZS90 (Malvern
Instruments, USA), cada una de las muestras se ley6 por triplicado constando

cada lectura de 10 corridas.
2. PREPARACION DE NANOPARTICULAS POLIMERICAS.

Para determinar si es posible preparar nanoparticulas poliméricas mediante la
técnica de desplazamiento de disolvente utilizando SiO, coloidal como
estabilizante se probaron tres polimeros; Etilcelulosa (Ethocel®, Dow Chemical®),
Poli-€-caprolactona (PLC, peso molecular = 14,000, Aldrich®) y acido poli(lactico-
co-glicdlico) (PLGA, lactico:glicolico 50:50, peso molecular 76,000 — 115,000,
Resomer® RG 756).

En el caso de los tres, se disolvié el polimero en 20 mL de acetona y este se

inyectd lentamente en 125 mL de dispersion de SiO» coloidal (1y 2 %).

En la tabla 2 se presentan las concentraciones utilizada de cada uno de los

polimero.
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Tabla 2. Concentraciones de polimeros y de SiO» coloidal utilizadas en el estudio.

Concentracion

Concentracion

del polimero .
- de SiOzen la »
Polimero utilizado en la _ o Nombre de la preparacion
_ o dispersion final
dispersion final
(%)
(%)
Etilcelulosa 0.32 0 0.32%EC
Etilcelulosa 0.32 1 0.32%EC 1% SiO>
Etilcelulosa 0.32 2 0.32% EC 2% SiO;
Etilcelulosa 0.46 0 0.46% EC
Etilcelulosa 0.46 1 0.46% EC 1% SiO;
Etilcelulosa 0.46 2 0.46% EC 2% SiO»
Poli-E-caprolactona 0.46 0 0.46%PLC
Poli-E-caprolactona 0.46 1 0.46%PLC 1% SiO2
Poli-E-caprolactona 0.46 2 0.46%PLC 2% SiO»
Poli-E-caprolactona 2.50 0 2.5%PLC
Poli-E-caprolactona 2.50 1 2.5%PLC 1% SiO;
Poli-E-caprolactona 2.50 2 2.5%PLC 2% SiO;
Acido poli-
. o 0.32 0 0.32%PLGA
(lactico-co-glicélico)
Acido poli- .
o o 0.32 1 0.32%PLGA 1% SiO>
(lactico-co-glicélico)
Acido poli- .
. o 0.32 2 0.32%PLGA 2%SiO»
(lactico-co-glicélico)
Acido poli-
o o 0.46 0 0.46%PLGA
(lactico-co-glicdlico)
Acido poli- .
o o 0.46 1 0.46%PLGA 1%SiO>
(lactico-co-glicélico)
Acido poli- .
0.46 2 0.46%PLGA 2%SiO-

(lactico-co-glicdlico)
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Las muestras se mantuvieron en agitacion dentro de una campana de extraccién
hasta la completa evaporacion del disolvente. Después cada una de las
preparaciones se filtré a través de una malla con tamafo de poro de 10 ym para
determinar el rendimiento, es decir, del total de polimero utilizado cuanto de este
se agrego en particulas de tamano menor a 10 uym, el calculo se realiz6 utilizando

la siguiente férmula:

g residuo
(1 — ; , ) x 100
g polimero + g SiO,

3. SELECCION DE FARMACOS PARA LA FORMACION DE NANOCRISTALES

Para determinar si era posible formar nanocristales utilizando SiO, coloidal como
estabilizante se evaluaron varios farmacos del grupo Il de la clasificacion
biofarmacéutica (Tabla 3). Todos los farmacos seleccionados para la evaluacién
son solubles en mayor o menor medida en acetona o etanol, ya que este es un
requisito para utilizar la técnica de desplazamiento de disolvente. El disolvente
utilizado para cada fadrmaco se muestra también en la tabla 3. La primera opcion

fue acetona y en caso de no ser soluble es esta se utilizé etanol.

El volumen de disolvente utilizado en la mayoria de los casos fue 10 mL y la
cantidad de farmaco 0.62 g. Cuando el farmaco presentdé una muy baja solubilidad
en ambos disolventes se optd por disminuir la cantidad del mismo (como fue el
caso de praziquantel) e incluso por aumentar la cantidad de disolvente (como
ocurrié con carbamacepina). La disolucién de cada farmaco se inyecté a 62 mL de
dispersion de SiO; al 2% (p/v) utilizando una bomba de infusion (Syringepump
New Era, NE-300). Durante la inyeccién la aguja se sumergié completamente en la
dispersion de didxido de silicio, la velocidad de inyeccién en todos los casos fue de

1 mL/min.
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Tabla 3. Farmacos evaluados para la formacién de nanocristales, se muestra
ademas la cantidad de farmaco utilizado y el volumen disolvente para cada uno.

Cantidad de Volumen de
Nombre del N _
. farmaco utilizada Disolvente disolvente utilizado
farmaco
(9) (mL)

lbuprofeno 0.62 Acetona 10
Naproxeno base 0.62 Acetona 10
Nifedipino 0.62 Acetona 10
Atorvastatina 0.62 Acetona 10
lvermectina 0.62 Etanol 10
Ketoconazol 0.62 Etanol* 10
Propionato de 0.62 Etanol 10
testosterona

Cipionato de 0.62 Etanol 10
testosterona

Metiltestosterona 0.62 Etanol 10
Tiaprofenato 0.62 Etanol 10
Praziquantel 0.31 Etanol 10
Carbamacepina 0.31 Etanol 25

* Etanol a 60°C

Las muestras se mantuvieron en agitacion dentro de una campana de extraccion
hasta la completa evaporacién del disolvente. Se observaron las dispersiones
formadas y se descartaron aquellas muestras que presentaron precipitado visible

a simple vista.
4. FORMACION DE NANOCRISTALES

Para la formacién de nanocristales se eligieron aquellos farmacos para los que en
la preparacion obtenida en la fase anterior no se observd la formacién de un
precipitado visible después de evaporar el disolvente organico (acetona o etanol).

Se repiti6 el proceso antes descrito para dichos farmacos pero utilizando
diferentes concentraciones de SiO, (1, 2, 3, 4, 5y 6%). Una vez evaporado el
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disolvente, se determiné tamaro de particula y potencial Zeta a cada una de las
preparaciones, para su posterior liofilizacién. Los cristales obtenidos fueron
resuspendidos en agua y se determind nuevamente su potencial Zeta y tamafo de

particula.

5. CARACTERIZACION DE NANOCRISTALES OBTENIDOS.

La caracterizacidon de los nanocristales se realiz6 mediante las pruebas de
resuspendibilidad, microscopia electronica de barrido (MEB), -calorimetria
diferencial de barrido y velocidad de disoluciéon. A continuacién se describe la

metodologia utilizada en cada una de las pruebas.

5.1 Resuspendibilidad.
Los cristales obtenidos después de la liofilizacion se resuspendieron en agua y se
les determind tamano de particula y potencia Zeta. Para ello se pesaron 0.2 g de
liofilizado y se colocaron en un tubo eppendorf de 15 mL, se le adicionaron 10 mL
de agua y se agitaron en vortex durante 5 minutos, después se colocé el tubo en
un bafo de ultrasonido durante 5 minutos, estos dos pasos se repitieron 2 veces

mas y posteriormente se midié el tamano de particula y potencial Zeta.

5.2 Microscopia electrénica de barrido.

Las muestras se colocaron en el portamuestras y se estabilizaron en un desecador
con silica gel por 24 h, para posteriormente aplicarles un bano de oro (~20nm)
utilizando un evaporador catédico Sputter Coater JFC-1100 (Jeol, Tokyo Japan).
Los cortes asi preparados se observarons en un microscopio electrénico de
barrido de bajo vacio LV-SEM JSM 5600 (resolucién de 5 nm), con un voltaje de
20 kV y 12-20 Pa de presidn en la camara, obteniéndose asi las micrografias de la
superficie de las nanoparticulas.
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5.3 Calorimetria diferencial de barrido.

Se pesaron aproximadamente 2 mg de muestra (ketoconazol, mezcla fisica
ketoconazol-diéxido de silicio y nanocristales ketoconazol-diéxido de silicio). En
una charola de aluminio para calorimetria (no hermética), se colocé la tapa y se
sell6 con ayuda de una prensa. Las muestras se analizaron en un calorimetro
marca TA Instruments modelo Q10. Previamente se corrio la linea base (utilizando
charolas vacias) y el estandar de indio en las mismas condiciones de la muestra.
Los datos de calorimetria de la linea base y del indio se utilizaron para realizar la
correccidn de las muestras. Las condiciones utilizadas fueron; flujo de N, de 50
mL/min, velocidad de calentamiento de 5°C/min de 40°C a 200°C.

5.4 Velocidad de disolucion.

Para determinar si los nanocristales de ketoconazol obtenidos aumentan la
velocidad de disoluciéon con respecto a la materia prima, se desarrollaron dos
formulas de compresién directa, una de ellas de desintegracion rapida (1Ay 1B) y
la otra de desintegracidén lenta (2A y 2B). La preparacion 1A difiere de la 1B
Unicamente en que en la primera se incorpord SiO, y ketoconazol en la misma
proporcidbn que los nanocristales (2:1) y en la segunda se utilizaron los
nanocristales, lo mismo ocurre entre las formulas 2A 'y 2B (Tabla 4 a 7).

Como medio de disolucién se utiliz6 400 mL de HCI 0.1 N previamente
desgasificado mediante ultrasonicacién. Las condiciones de la prueba fueron las
que especifica la USP; 37 £ 1°C en agitacién con paletas a 50 £ 5 rpm. El volumen
de muestreo en cada tiempo fue de 3 mL con reposicion de medio. Previamente a
la determinacion de ketoconazol disuelto, las muestras se filtraron a través de una
membrana minisart sartorius con tamafio de poro de 0.2 ym. La cantidad disuelta
de ketoconazol en cada tiempo de muestreo se determind leyendo la solucion a
270 nm en un espectrofotdmetro Cary 50 e interpolando la absorbancia obtenida
en una curva de calibracion realizada previamente por triplicado (37 - 370ug/mL).
Cada una de las férmulas se evalu6 por sextuplicado.
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Tabla 4. Formula 1A
(Mezcla fisica)

Férmula 1A
Fuerza de compresion =1 tonelada,

15segundos
Componente % | mg/comprimido
Aerosil® 200 20 100
Ketoconazol 10 50
Estearato de Magnesio 1 5
Avicel® PH 102 69 345

Tabla 6. Formula 2A
(Mezcla fisica)

Férmula 2A
Fuerza de compresion =1 tonelada,

Tabla 5. Formula 1B

(Nanocristales)

Formula 1B

Fuerza de compresion =1 tonelada, 15segundos

Componente % | mg/comprimido
Nanocristales

® 30 150

(2%Aerosil”1%ketoconazol)
Estearato de Magnesio 1 5

Avicel® PH 102 69 345

Tabla 7. Férmula 2B
(Nanocristales)
Férmula 2B

Fuerza de compresion =1 tonelada, 20segundos

20segundos
Componente % | mg/comprimido
Aerosil® 200 20 100
Ketoconazol 10 50
Croscarmelosa sédica | 0.2 1
Azucar compresible 69.8 349

Componente % | mg/comprimido
Nanocristales
® 30 150
(2%Aerosil”1%ketoconazol)
Croscarmelosa sédica 0.2 1
Azlcar compresible 689. 349
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VIll. RESULTADOS

1. DISPERSIONES DE DIOXIDO DE SILICIO.

Los resultados obtenidos de tamafo de particula, indice de polidispersion y
potencial Zeta en las dispersiones de SiO, se muestran en la tabla 8. Los gréficos
de distribucion se muestran en el anexo 1. En la dispersién al 1% los tamanos de
particula obtenidos van desde 50 hasta 400 nm, a concentraciones mayores la
distribucién se vuelve mas ancha, lo cual puede observarse en el aumento del
valor del indice de polidispersidad, siendo esto mas evidente en las dispersiones
al 4, 5 y 6%, donde incluso se vuelven distinguibles dos poblaciones, una cuya
media es menor a 60 nm y otra de media mayor a 300 nm. Puede afirmarse
entonces que en todas las muestras se detectaron particulas en un amplio rango
de tamanos, de hecho para tener muestras con una sola poblacién de distribucién
estrecha se requiere que el indice de polidispersidad sea menor a 0.1 (30), lo cual
no se obtuvo en ninguna de las concentraciones evaluadas. El aumento en el
indice de polidispersidad a medida que se incrementa la concentracidon puede
deberse a la presencia de particulas aglomeradas. También se observa que el
potencial Zeta de las particulas en dispersion disminuye a medida que se
incrementa la concentracion. Entre mayor es el valor absoluto del potencial Zeta
menor es la tendencia de las particulas a agruparse entre si. Los valores menores
de potencial Zeta observados a concentraciones bajas proporcionan evidencia
adicional para afirmar que el ensanchamiento en la distribucion de tamarnos a
concentraciones altas estd dado por la presencia de particulas aglomeradas.
Como ya se menciond, a concentraciones mayores al 3% se evidencian 2
poblaciones, esto puede explicarse porque al haber mayor nimero de particulas
para ser detectadas por el equipo este puede distinguir dos poblaciones.
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Tabla 8. Tamario de particula, indice de polidispersidad (IDP) y potencial Zeta de las dispersiones

Primer poblacion

Segunda poblacién

Pc
% t""(mr)‘o % ta(r:r?]r)‘o IDP

100.00 | 151.2 0.00 | 0.00 0.144 | -26.

1%Si0, | 100.00 | 1521 | X=15223 | 000 | 0.00 | X=0.00 | 0.099 | -27.
100.00 | 153.4 |CV=0.73%| 0.00 | 0.0 | CV=0.00% | 0.164 | -27.

100.00 | 192.3 0.00 | 0.00 0.165 | -26.

29%Si0, | 100.00 | 187.3 | X=194.93 | 0.00 | 000 | X=000 | 0171 | -26.
100.00 | 2052 |CV=4.74%| 0.00 | 0.00 | Cv=0.00% | 0.152 | -26.

100.00 | 217.4 0.00 | 0.00 0175 | -22.

3%Si0, | 10000 | 230.7 | X=22353 | 0.00 | 000 | X=000 | 0.223 | -22.
100.00 | 2225 |CV=3.00% | 0.00 | 0.00 | CV=0.00% | 0.201 | -22.

100.00 | 259.4 0.00 | 0.00 0.265 | -22.

4%sSio, | 8760 | 305.1 | X=288.10 | 1240 | 64.60 | X=58.91 | 0.298 | -22,
9120 | 209.8 |Cv=8.68% | 880 | s321 | “V %7 | oss2 | 22

79.20 | 357.0 20.80 | 56.20 0508 | -22.

5%Si0, | 100.00 | 338.4 | X=340.37 | 0.00 | 0.00 | X=58.03 | 0.485 | -22.
82.80 | 3257 | CV=4.63% | 17.20 | 59.86 | CV=4.46% | 0.465 | -22.

84.60 | 402.8 1510 | 39.37 0579 | -19.

6%Si0, | 8870 | 458.1 | X=426.37 | 1130 | 3151 | X=4248 | 0592 | 19,
7570 | 4182 |Cv=6.69% | 2370 | 2430 | “V201% | opat | 19




2. PREPARACION DE NANOPARTICULAS POLIMERICAS

Para determinar si el dioxido de silicio coloidal es capaz de estabilizar
nanoparticulas poliméricas preparadas mediante el método de desplazamiento de
disolvente se evaluaron 3 polimeros (etilcelulosa, PLC y PLGA), cada uno de ellos
a dos concentraciones distintas, las pruebas se realizaron en ausencia de SiO y
utilizando SiO; a dos concentraciones. Se muestra los resultados obtenidos en las
tablas 9 - 12.

2.1 Nanoparticulas poliméricas de etilcelulosa (EC)

En la tabla 9 se resumen los resultados obtenidos para el tamafo de particula,
potencial Zeta y rendimiento (%). Al comparar los tamanos de particula obtenidos
en ausencia de SiO, contra los obtenidos cuando se incorporé este, se puede
observar que para la concentracidn mas baja de EC (0.32%) la incorporacion de
SiO2 al 1% préacticamente no tuvo efecto sobre el tamafio de particula del pico
principal (de 250.40 a 223.50 nm), sin embargo, al utilizar SiO, al 2% se observd
un incremento en el tamano promedio de particula (de 250.40 a 363.83). En el
caso de las muestras preparadas con EC al 0.42 % el tamafno de particula
obtenido practicamente no se vio afectado por la presencia de SiOz al 1y 2 % (de
341.80 a 303.70 y 301.43 nm respectivamente).

Por otro lado el SiO, no afecté el potencial Zeta de las nanoparticulas de EC en

ninguna de las concentraciones evaluadas.

El mayor rendimiento se obtuvo utilizando 0.32 % de EC en ausencia de SiO;
(99.23%), se observé un ligero decremento en el rendimiento con la incorporacion
de SiOzal 1y 2 % (94.60 y 93.20 %). Cuando se utiliz6 EC al 0.42 % no se
observo diferencia importante con la incorporacion de SiO, pues en ausencia de
este el rendimiento fue de 57.85% mientras que con SiOs al 1 y 2% se obtuvieron
rendimientos del 64.03 y 59.50 respectivamente.
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Tabla 9. Tamario de particula, indice de polidispersidad (IDP) y potencial Zeta de dispersiones de

Potencial Zeta Pico 1 Pico 2
Nombre v o Tamafo o Tamaro
(mV) o %o
(nm) (nm)
0.32% EC 1 -42.40 81.9| 229.9| 18.1] 399
B X=250.40 X=35.67
0.32% EC 2 43.60| X=-42.70| 943| 272.1 57| 24.1
0.32% EC 3 42.10|CV=1.86%| 79.2| 249.2| CV=844% | ong| 430| CV=28.34%
0.32%EC 1% Si0, 1 | -43.00] 886 2158] v oo0py | 11:4] 837] o oo
0.32% EC 1% Si0, 2 | -42.20| X=-42.47| 87.0| 226.0 13.0| 347
0.32% EC 1% Si0, 3 | -42.20| CV=1.09%| 92.5| 228.7| CV=3.04% | 5.8 23.3| CV=20.70%
0.32% EC 2% Si0, 1 | -42.10] 856] 3312] o oo | 144[ 228] o
0.32% EC 2% Si0, 2 | -41.70| X=-41.93| 54.5| 426.9 37.6| 737
0.32% EC 2% Si0, 3 | -42.00| CV=0.50%| 68.2| 333.4|CV=15.01%| 31.8] 41.2| CV=56.10%
0.46% EC 1 3350] 827] 2955| v .. o0 | 173] s83] o . .
0.46% EC 2 -33.60| X=-33.50| 90.2| 312.4 98| 40.1
0.46% EC 3 233.40 | CV=0.30%| 67.1| 417.5|CV=19.34%| 31.3| 89.3| CV=40.89%
0.46%EC 1% Si0, 1 | -33.20] 777] 2705 o o000 | 223] a4 o,
0.46% EC 1% Si0, 2 | -33.40| X=-33.27| 64.7| 358.9 35.3| 591
0.46% EC 1% Si0, 3 | -33.20| CV=0.35%| 77.1| 281.7|CV=15.85%| 21.2| 35.8| CV=26.80%
0.46% EC 2% Si0, 1 | -33.20] 736] 2542) o o | 264 285] o .
0.46% EC 2% Si0, 2 | -33.10| X=-33.13| 51.2| 356.1 437| 507
0.46% EC 2% Si0, 3 | -33.10|CV=0.17%]| 60.5| 294.0|CV=17.04%| 354| 36.8| CV=29.11%




En resumen, los efectos producidos por la incorporaciéon de SiO, solamente se
presentaron al utilizar EC al 0.32 % y estos fueron negativos (incremento en el
tamano de particula y ligera reduccién en el rendimiento obtenido), puede
entonces concluirse que en las condiciones evaluadas el SiOy no present6 las
propiedades de un estabilizante que ayudara a incrementar la estabilidad y

rendimiento de nanoparticulas poliméricas de etilcelulosa.
2.2 Nanoparticulas poliméricas de Poli-E-caprolactona (PLC)

En la tabla 10 se muestran los resultados obtenidos en la preparacion de
dispersiones de PLC mediante la técnica de desplazamiento del disolvente tanto
en agua como en dispersiones de SiO; al 1 y 2 %. No fue posible determinar el
rendimiento de las muestras que contenian SiO,y 2.5 % de PLC, esto debido a
que el proceso de filtracion fue demasiado lento. Se opté entonces por filtrar sélo
un pequenos volumen de muestra (alrededor de 10 mL) y a partir de este volumen
de filtrado se realizaron las determinaciones de tamano de particula y potencial
Zeta. En las muestras preparadas utilizando una concentracién de 0.46 % de PLC
si fue posible determinar el rendimiento, este se vio ligeramente incrementado por
la presencia de SiOzal 1y 2 % (de 86.15 a 94.33 y 96.15 % respectivamente).

El potencial Zeta se vio drasticamente disminuido por la presencia de SiOy, en las
muestras con 0.46 % de PLC el potencial Zeta promedio disminuy6 de -31.40 a -
1297 y -11.80 mV para las muestras que contenian 1 y 2 % de SiO;
respectivamente. En las muestras con un 2.5 % de PLC disminuy6 de -27.33 a
-10.97 y -9.80 mV en las muestras con 1y 2 % de SiO» respectivamente.

En las preparaciones con 0.46 % de PLC el tamafo promedio de particula del pico
principal se incrementd en presencia de SiO, (de 226.20 a 564.63 y 588.80 con
SiOz al 1y 2 %), ademas si se observan en la tabla 11 las lecturas consecutivas
de 0.46 %PLC 1 %SiO2 y 0.46 % PLC 2 %SiO, puede apreciarse que en ambas
muestras cada lectura corresponde a un mayor tamano de particula con respecto
a la anterior, por ejemplo en la muestra con 0.46% PLC y 1 % SiO,, las lecturas
consecutivas corresponden a los tamarios; 365.40, 565.40 y 763.10 nm. Después
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Tabla 10. Tamario de particula, indice de polidispersidad (IDP) y potencial Zeta de dispersiones de

Pico 1 Pico 2
Nombre Pote?;i\a;; Zeta
% Tamano % | Tamafio
(nm) (nm)

0.46%PLC 1 -26.8 84.5 195.6 15.5 33.9
0.46%PLC 2 -28.1| X=-31.40| 100.0 228.2| X=226.20| 0.0 0.0 X=25.
0.46%PLC 3 -27.1| CV=2.49%| 73.7 254.8| CV=13.11%| 24.5 41.5| CV=87.92

0.46%PLC 1% SiO, 1 | -13.0 100.0 365.4 0.0 0.0
0.46%PLC 1% Si0,2 | -12.7| X=-12.97| 100.0 565.4| X=564.63| 0.0 0.0 X=15.
CV=173.;

0.46%PLC 1% Si0, 3 | -13.2| CV=1.94%| 93.0 763.1| CV=35.22%| 7.0 47.0

0.46%PLC 2% SiO, 1 | -12.0 93.6 332.7 6.4 40.5
0.46%PLC 2% Si0,2 | -12.0| X=-11.80| 74.4 666.2| X=588.80| 24.6 74.4 X=60..
0.46%PLC 2% Si0, 3 | -11.4| CV=2.94%| 77.1 767.5| CV=38.64%| 22.6 66.5| CV=29.38

2.5%PLC 1 -31.9 96.7 237.4 0.0 0.0
2.5%PLC 2 -30.6| X=-27.33| 98.3 249.2| X=251.90| 0.0 0.0 X=0.
2.5%PLC 3 -31.7| CV=2.23%| 100.0 269.1| CV=6.36%| 0.0 0.0/ CV=0.00

2.5%PLC 1% SiO,1 | -10.5 98.4 251.3 0.0 0.0
2.5%PLC 1% Si0,2 | -11.3] X=-10.97| 929 251.3| X=247.43| 6.0 46.8 X=32.
2.5%PLC 1% Si0,3 | -11.1| CV=3.80%| 89.0 239.7| CV=2.71%| 6.6 51.9| CV=86.94

2.5%PLC 2% SiO; 1 -9.6 98.8 265.1 1.2 20.0
2.5%PLC 2% Si0,2 | -10.1 X=-9.80| 93.0 274.6| X=260.90| 4.4 40.2 X=34.
2.5%PLC 2% SiO, 3 -9.7| CV=2.69%| 87.9 243.0| CV=6.21%| 7.9 43.0| CV=36.46




Tabla 11. Tamarno e IDP de particula en lecturas consecutivas de dispersiones de PLC con SiO;

Primeras 3 lecturas Segundas 3 |
Nombre
% Tamano IDP % Tamano
(nm) (nm)

0.46%PLC 1% SiO, 1 100.0 365.4 0.275 | 100.0 354.6
0.46%PLC 1% SiO, 2 100.0 565.4 X=564.63| 0.174 | 100.0 580.1| X=
0.46%PLC 1% SiO, 3 93.0 763.1| ©v=35.22%| 9347 | 960 792.7| CV=3
0.46%PLC 2% SiO, 1 93.6 332.7 0.393 96.3 325.4
0.46%PLC 2% SiO, 2 74.4 666.2 X=588.80| 0.676 80.5 670.0| X=
0.46%PLC 2% SiO, 3 77 1 767.5| CV=38.64%| 0.719 82.4 782.6| CV=4
2.5%PLC 1% SiO; 1 98.4 251.3 0.364 98.5 260.4
2.5%PLC 1% Si0, 2 92.9 251.3 X=247.43| 0.271 98.9 266.7| X=
2.5%PLC 1% SiO, 3 89.0 239.7 CV=2.71%| 0.341 91.4 265.2| CV-=
2.5%PLC 2% SiO 1 98.8 265.1 0.308 99.1 270.3
2.5%PLC 2% SiO, 2 93.0 274.6 X=260.90| 0.316 94.5 280.5| X=
2.5%PLC 2% SiO, 3 87.9 243.0 CV=6.21%| 0.374 86.4 237.7| CV=




de realizar las lecturas se agit6 ligeramente la celda y nuevamente se leyd tres
veces la muestra, observandose el mismo comportamiento (tabla 11). Esto pudiera
explicarse por la formacién de agregados facilmente redispersables, ya que una
leve agitacion es suficiente para obtener nuevamente los tamanos de particula de
la primera lectura. Es bastante probable que en las muestras con SiO,y PLC esté
ocurriendo agregacién de particulas debido a su bajo potencial Zeta.

Después de las determinaciones de potencial Zeta y tamafo de particula las
muestras se conservaron en tubos de ensaye con tapon de baquelita, tres dias
después se observo en todas las muestras que contenian SiO; una separacion en
dos fases; un sobrenadante transparente y un sedimento laxo blanco, facilmente

resuspendible.

Las dispersiones de SiO, coloidal tienen un tiempo de precipitacion muy
prolongado debido a su pequefio tamano de particula y alto potencial Zeta. Al
encontrarse en presencia de PLC ocurrié la separacién descrita, la cual se puede
correlacionar con la disminucidon en el potencial Zeta observado en estas

muestras.
2.3 Nanoparticulas poliméricas de PLGA

En la tabla 12 se muestran los resultados obtenidos en la preparacion de
dispersiones de PLGA mediante la técnica de desplazamiento de disolvente tanto
en agua como en dispersiones de SiO; al 1y 2 %. El rendimiento se incrementd
ligeramente con la incorporacién de SiO; tanto en las muestra con 0.32 como con
0.46 % de PLGA. Sin embargo, en todas las muestras que contenian SiO; se
observé un incremento en el tamafno de particula entre cada una de las tres
lecturas consecutivas realizadas a la misma muestra (tal como ocurrié en el caso
de PLC al 0.46 % con SiO,). Por ejemplo para la muestra 0.32 % PLGA 2% SiO»
los tamanos obtenidos en las tres lecturas consecutivas fueron 538.80, 743.20 y
842.50 nm y para la muestra 0.46 % PLGA 2 % SiO; fueron 540.70, 684.90, y
1276.00 nm. No se reportan los valores de potencial Zeta para las muestras con
tamanos de particula mayores a 1 um debido a que el potencial Zeta es aplicable

38



unicamente a particulas coloidales. El incremento en los tamanos entre lecturas
consecutivas puede deberse a procesos de agregacion tal como ocurrié en el caso
de las muestras con SiOp, y PLC. Las muestras con SiO, y PLGA también
presentaron separacion (sobrenadante transparente y sedimento blanco, laxo,

facilmente resuspendible) después de 3 dias de almacenamiento.
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Tabla 12. Tamario de particula, indice de polidispersidad (IDP) y potencial Zeta de dispersiones de

. Pico 1 Pico 2
Nombre Pote?;l\z;; Zeta % Tamario % Tamaro
(nm) (nm)
0.32%PLGA 1 -22.70 97.6 198.3 2.4 25.9
0.32%PLGA 2 -23.10| X=-22.50 100.0 203.1| X=203.87| 0.0 0.0 X=¢
0.32%PLGA 3 -21.70| CV=3.20%| 100.0 210.2| CV=2.94%| 0.0 0.0| CV=173.:
0.32%PLGA 1% SiO, 1 | --------- 100.0 1123.0 0.0 0.0
0.32%PLGA 1% Si0p 2 | | 93.8| 2003.0| X=1713.67| 6.2| 263.7 X=8:
0.32%PLGA 1% SiO, 3 | -------=- | -=------- 100.0/ 2015.0| CV=29.85%| 0.0 0.0| CV=173.:
0.32%PLGA 2% Si0, 1 | -2.58 83.5 538.8 16.5| 135.4
0.32%PLGA 2% Si0, 2 | -2.37| X=-2.34 94.9 743.2| X=708.17| 5.1 66.8 X=11"
CV=10.71
0.32%PLGA 2% Si0, 3 | -2.08 % 76.5 842.5| CV=21.87%| 23.5| 144.3| CV=36.]
0.46%PLGA 1 -33.00 87.5 220.2 12.5 39.1
0.46%PLGA 2 -32.80| X=-33.07 96.7 216.6| X=228.93| 0.0 0.0 X=2
0.46%PLGA 3 -33.40| CV=0.92% 83.8 250.0| CV=8.01%| 15.1 44.3| CV=87.1
0.46%PLGA 1% SiO, 1 | --------- 92.6 890.6 74| 133.8
0.46%PLGA 1% SiQ, 2 | - - 100.0| 1093.0] X=124853| 0.0 0.0 X =4
0.46%PLGA 1% Si0, 3 | | T 81.5 1762.0| CV=36.53%| 0.0 0.0| CV=173.:
0.46%PLGA 2% SiOp 1 |- | 91.2 540.7 8.8 78.3
0.46%PLGA 2% SiO, 2 | --------- 100.0 684.9| X=833.87| 0.0 0.0 X =8
0.46%PLGA 2% Si0, 3 | | -------- 88.3 1276.0| CV=46.73%| 11.7| 162.0| CV=101."




3. SELECCION DE FARMACOS PARA LA FORMACION DE NANOCRISTALES

En la tabla 13 se muestra el disolvente y volumen utilizado para cada farmaco. En

el caso de ketoconazol fue necesario usar como disolvente etanol a 60°C. Se

descartaron aquellas preparaciones en las que antes o después de eliminar el

disolvente mediante evaporacion se observara algun agregado. Las unicas

preparaciones en que no se observé ningun agregado fueron ketoconazol e

ivermectina, por lo que se sigui6 trabajando solamente con estos dos farmacos.

Tabla 13. Busqueda de farmacos para la formacién de nanocristales

Cantidad de Volumen de
Nombre del N _ . N
) farmaco utilizada Disolvente disolvente utilizado
farmaco
(9) (mL)

lbuprofeno 0.62 Acetona 10
Naproxeno base 0.62 Acetona 10
Nifedipino 0.62 Acetona 10
Atorvastatina 0.62 Acetona 10
lvermectina 0.62 Etanol 10
Ketoconazol 0.62 Etanol* 10
Propionato de 0.62 Etanol 10
testosterona
Cipionato de 0.62 Etanol 10
testosterona
Metiltestosterona 0.62 Etanol 10
Tiaprofenato 0.62 Etanol 10
Praziquantel 0.31 Etanol 10

0.31 Etanol 25

Carbamacepina

* Etanol a 60°C
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4. CARACTERIZACION DE NANOCRISTALES OBTENIDOS

A continuacion se detallaran los resultados obtenidos en cada una de las pruebas
de caracterizacion a que fueron sometidos los nanocristales obtenidos;
resuspendibilidad, microscopia electrénica de barrido, calorimetria diferencial de

barrido y velocidad de disolucion.

4.1 Tamano de particula y potencial Zeta
En la tabla 14 se muestra los resultados obtenidos para las dispersiones de
ketoconazol utilizando distintas concentraciones de SiO, y en la tabla 15 los

obtenidos para ivermectina.

Como puede apreciarse en el caso del ketoconazol se obtuvieron cristales con
tamafno nanométrico al utilizar 1 y 2 % de SiO,, presentando un menor tamafo las
muestras con 2 % de SiO,, para el resto de muestras los tamafos obtenidos
fueron mayores a un micrémetro. Se reporta el valor de potencial Zeta Unicamente
para las muestras con 1 y 2 % de SiO, pues esta determinacion es aplicable
Unicamente a particulas coloidales. Es interesante observar que para todas las
muestras sélo existe una poblacion, lo cual es indicativo de que en todas las
concentraciones evaluadas el SiO, se asocié completamente al farmaco, ya que
no se observd la presencia de dos poblaciones (nanocristales y SiO libre), sin
embargo los valores de indice de polidispersidad fueron bastante altos (en todos
los casos mayor a 0.1), por lo que la poblacién es muy polidispersa. El valor de
potencial Zeta para las preparaciones con 1y 2 % de SiO;fue cercano a -30 mV.

En el caso de ivermectina se observaron 2 poblaciones en cada una de las
muestras, siendo la poblacibn més abundante la correspondiente a un mayor
tamafno de particula. Se sugiere que esta corresponde a los nanocristales
(farmaco asociado con SiO,) y que la poblacién menos abundante y con menores
tamanos de particula corresponde a particulas libres de SiO,. Se obtuvieron
tamanos de particula nanometricos en las muestras con 3, 4,5y 6 % de SiO, sélo
para estas se reporta potencial Zeta, siendo todos los valores muy inferiores a -30
mV.
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Tabla 14. Tamano de particula, indice de polidispersidad (IDP) y potencial Zeta de

los cristales de ketoconazol obtenidos.

Pico 1

Nombre Tamano IDP Potencial 2
% (mV)
(nm)
1% SiO2 1% ketoconazol 1 100 501 0.814 -31.2
1% SiO, 1% ketoconazol 2 100 502 X=509.07| 0.935 -32.2 X=-32.23
1% SiO» 1% ketoconazol 3 100 523| CV=2.46%| 0.857 -33.3 CV=3.26%
2% SiO> 1% ketoconazol 1 100 299 1.000 -28.8
2% SiO» 1% ketoconazol 2 100 374 X=340.13| 1.000 -28.8 X=-29.57
2% SiO» 1% ketoconazol 3 100 346| CV=11.07| 1.000 -31.1 CV=4.49
3% SiO2 1% ketoconazol 1 100 1287 0.267 NA
3% SiO. 1% ketoconazol 2 100 1277 | X=1282.67| 0.600 NA NA
3% SiO2 1% ketoconazol 3 100 1284| CV=0.40%| 0.529 NA
4% SiO2 1% ketoconazol 1 100 1608 0.151 NA
4% SiO» 1% ketoconazol 2 100 1644| X=1644.00| 0.324 NA NA
4% SiO, 1% ketoconazol 3 100 1680| CV=2.19%| 0.564 NA
5% SiO2 1% ketoconazol 1 100 1613 0.110 NA
5% SiO. 1% ketoconazol 2 100 1748| X=1726.00| 0.301 NA NA
5% SiO. 1% ketoconazol 3 100 1817| CV=6.01%| 0.143 NA
6% SiO2 1% ketoconazol 1 100 1777 0.545 NA
6% SiO> 1% ketoconazol 2 100 1922| X=1880.33| 0.018 NA NA
6% SiO> 1% ketoconazol 3 100 1942| CV=4.79%| 0.214 NA

43




Tabla 15. Tamaro de particula, indice de polidispersidad (IDP) y potencial Zeta de los cristales de

Pico 1 Pico 2
Nombre o, | Tamafio o, | Tamafio IDP
(nm) (nm)
1% SiO, 1% ivermectina 1 100 1423 0.0 0 0.3
1% SiO, 1% ivermectina 2 100 1513| X=1473.27 0.0 0 X=27.00 0.3:
1% SiO, 1% ivermectina3 |  73.1 1484| CV=3.11%| 26.9 81| CV=173.21% 0.3
2% SiO, 1% ivermectina 1 91.8 1189 8.2 83 0.3
2% SiO, 1% ivermectina 2 81.6 1196 X=1182.00 18.4 177 X=158.78 0.5
2% SiO, 1% ivermectina3 | 74.3 1161| CV=1.57%| 257 217| CV=43.07% 0.4
3% SiO, 1% ivermectina 1 89 815 11.0 112 0.4
3% SiO;, 1% ivermectina 2 92.9 904| X=871.27 7.1 88 X=112.54 0.4
3% SiO, 1% ivermectina3 | 83.6 894| CV=5.61%| 16.4 138| CV=22.35% 0.5!
4% SiO, 1% ivermectina 1 85.5 754 14.5 76 0.5
4% SiO, 1% ivermectina 2 89.9 756| X=750.13| 10.1 67 X=85.53 0.5
4% SiO, 1% ivermectina 3 75.8 740| CV=1.17% 24.2 114| CV=28.82% 0.5
5% SiO, 1% ivermectina 1 89.1 633 10.9 102 0.3
5% SiO, 1% ivermectina 2 87.8 665| X=645.63| 10.9 84 X=98.07 0.3
5% SiO, 1% ivermectina 3 85.4 639| CV=2.63% 14.6 107| CV=11.89% 0.3
6% SiO, 1% ivermectina 1 89.1 629 9.5 74 0.4
6% SiO, 1% ivermectina 2 82.2 615| X=632.20| 16.5 111 X=90.55 0.5!
6% SiO, 1% ivermectina 3 86.8 653| CV=3.11%| 13.2 87| CV=20.55% 0.5




4.2 Resuspendibilidad

Se midi6 el tamafo de particula y potencial Zeta a las muestras resuspendidas.
Los resultados obtenidos con las muestras resuspendidas de ketoconazol se
muestran en la tabla 16. No se reportan valores de potencial Zeta debido a que en

todos los casos el tamafno obtenido fue mayor a una micra.

En la tabla 17 y en la figura 8 puede apreciarse un comparativo para cada una de
las muestras con ketoconazol antes y después de liofiizar. Se observa un marcado
incremento en el tamano de particula para las muestras resuspendidas que
contienen 1 y 2 % de SiO,. Los tamanos encontrados pueden corresponder a
aglomerados que no fue posible separar mediante la metodologia de resuspensién
empleada.

Tabla 16. Tamario e indice de polidispersidad (IDP) de Cristales de ketoconazol
resuspendidos

Pico 1
Nombre % Tamarno IDP
(nm)
1% SiO» 1% ketoconazol 1 100 1582 0.267
1% SiO» 1% ketoconazol 2 100 1623 | X=1639.00 0.600
1% SiO» 1% ketoconazol 3 100 1712 | CV=4.05% 0.529
2% SiO, 1% ketoconazol 1 100 1247 1.000
2% SiO> 1% ketoconazol 2 100 1301 | X=1295.00 1.000
2% SiO> 1% ketoconazol 3 100 1337 | CV=3.50% 1.000
3% SiO» 1% ketoconazol 1 100 1624 0.267
3% SiO» 1% ketoconazol 2 100 1636 | X=1626.00 0.600
3% SiO» 1% ketoconazol 3 100 1618| CV=0.56% 0.529
4% SiO»> 1% ketoconazol 1 100 1721 0.151
4% SiO» 1% ketoconazol 2 100 1738 | X=1734.67 0.324
4% SiO, 1% ketoconazol 3 100 1745 | CV=0.71% 0.564
5% SiO» 1% ketoconazol 1 100 1865 0.289
5% SiO2 1% ketoconazol 2 100 1790 | X=1835.67 0.646
5% SiO2 1% ketoconazol 3 100 1852 | CV=2.18% 0.547
6% SiO» 1% ketoconazol 1 100 1809 0.545
6% SiO2 1% ketoconazol 2 100 1946 | X=1901.00 0.218
6% SiO» 1% ketoconazol 3 100 1948 | CV=4.19% 0.344
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Tabla 17. Comparativo de cristales de ketoconazol antes de liofilizar con cristales

resuspendidos

Nombre

Tamano (nm)

Antes de liofilizar

Resuspendido

1% SiO»> 1% ketoconazol 1 501 1582
1% SiO» 1% ketoconazol 2 502| X=509.07 1623 | X=1639.00
1% SiO2 1% ketoconazol 3 524 | CV=2.46% 1712| CV=4.05%
2% SiO2 1% ketoconazol 1 300 1247
2% SiO2 1% ketoconazol 2 374| X=340.13 1301 | X=1295.00
2% SiO2 1% ketoconazol 3 346| CV=11.07 1337 | CV=3.50%
3% SiO2 1% ketoconazol 1 1287 1624
3% SiO» 1% ketoconazol 2 1277 | X=1282.67 1636 | X=1626.00
3% SiO2 1% ketoconazol 3 1284 | CV=0.40% 1618| CV=0.56%
4% SiO2 1% ketoconazol 1 1608 1721
4% SiO, 1% ketoconazol 2 1644 | X=1644.00 1738 | X=1734.67
4% SiO2 1% ketoconazol 3 1680| CV=2.19% 1745| CV=0.71%
5% SiO, 1% ketoconazol 1 1613 1865
5% SiO. 1% ketoconazol 2 1748 | X=1726.00 1790 | X=1835.67
5% SiO2 1% ketoconazol 3 1817| CV=6.01% 1852 | CV=2.18%
6% SiO. 1% ketoconazol 1 1777 1809
6% SiO» 1% ketoconazol 2 1922 | X=1880.33 1946 | X=1901.00
6% SiO2 1% ketoconazol 3 1942 | CV=4.79% 1948 | CV=4.19%

El tamano de particula y el potencial Zeta de

ivermectina se muestran en la tabla 18.

las muestras resuspendidas de

En la tabla 19 y en la figura 9 puede apreciarse un comparativo para cada una de

las muestras antes y después de liofiizar. En el caso de ivermectina no hubo una

diferencia significativa en los tamafos de particula obtenidos en las muestras

recién preparadas con respecto a después de resuspendidas.
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Figura 8. Comparativo del tamano de cristales de ketoconazol: Antes de liofilizar y
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Figura 9. Comparativo del tamario de cristales de ivermectina antes de liofilizar
con cristales resuspendidos

47



Tabla 18. Tamario e indice de polidispersidad (IDP) de cristales de ivermectina resuspendidos

Pico 1 Pico 2
Nombre — — IDP
% Tamano o Tamano
(nm) (nm)
1% SiO, 1% ivermectina 1 100.0 1502 0.0 0 0.811
1% SiO, 1% ivermectina 2 80.2 1523 | X=1530.67| 19.8 67 X=22.47| 0.842
1% SiO, 1% ivermectina 3 100.0 1567| CV=2.17%| 0.0 0|CVv=173.21%| 0.857
2% SiO, 1% ivermectina 1 100.0 1189 0.0 0 0.477
2% SiO, 1% ivermectina 2 90.5 1196 | X=1182.00| 9.5 112 X=76.00| 0.494
2% SiO, 1% ivermectina 3 80.7 1161| CV=1.57%| 19.3 116| CV=86.64%| 0.526
3% Si0, 1% ivermectina 1 88.2 1224 11.8 95 0.329
3% SiO, 1% ivermectina 2 90.0 1265| X=1265.00| 10.0 113| X=121.63| 0.365
3% SiO, 1% ivermectina 3 85.3 1306| CV=3.24%| 14.7 157| CV=26.17%| 0.533
4% SiO, 1% ivermectina 1 86.0 785 14.0 80 0.342
4% SiO, 1% ivermectina 2 88.4 780| X=789.00| 11.6 75 X=79.77| 0.578
4% Si0, 1% ivermectina3 | 80.6 802| CV=1.46%| 19.4 84| Cv=567%| 099
5% SiO, 1% ivermectina 1 90.0 647 10.0 81 0.529
5% SiO, 1% ivermectina 2 92.3 681| X=656.03| 7.7 103| X=100.67| 0.528
5% SiO, 1% ivermectina 3 88.5 641| CV=3.26%| 11.5 118] CV=18.72%| 0.584
6% SiO, 1% ivermectina 1 87.5 646 12.5 108 0.335
6% SiO, 1% ivermectina 2 80.5 686| X=673.33| 19.5 113| X=106.13| 0.489
6% SiO, 1% ivermectina 3 83.4 688| CV=3.52%| 16.6 97| CV=7.76%| 0.458




Tabla 19. Comparativo de cristales de ivermectina antes de liofilizar con cristales
resuspendidos.

Tamano (nm)
Nombre Antes de liofilizar Resuspendido
1% SiO» 1% ivermectina 1 1423 1502
1% SiO» 1% ivermectina 2 1512 | X=1473.27 1523 | X=1530.67
1% SiO» 1% ivermectina 3 1484 | CV=3.11% 1567 | CV=2.17%
2% SiO» 1% ivermectina 1 1189 1189
2% SiO2 1% ivermectina 2 1196 | X=1182.00 1196 | X=1182.00
2% SiO2 1% ivermectina 3 1161 | CV=1.57% 1161 | CV=1.57%
3% SiO2 1% ivermectina 1 815 1224
3% SiO2 1% ivermectina 2 905| X=871.27 1265 | X=1265.00
3% SiO» 1% ivermectina 3 894 | CV=5.61% 1306 | CV=3.24%
4% SiO» 1% ivermectina 1 754 785
4% SiO2 1% ivermectina 2 756| X=750.13 780 | X=789.00
4% SiO2 1% ivermectina 3 740 | CV=1.17% 802 | CV=1.46%
5% SiO2 1% ivermectina 1 633 646.7
5% SiO2 1% ivermectina 2 665| X=645.63 680.5| X=656.03
5% SiO> 1% ivermectina 3 639 | CV=2.63% 640.9 | CV=3.26%
6% SiO2 1% ivermectina 1 629 646
6% SiO> 1% ivermectina 2 615| X=632.20 686| X=673.33
6% SiO> 1% ivermectina 3 653 | CV=3.11% 688 | CV=3.52%

4.3 Microscopia electrénica de barrido (MEB).

Se analiz6 mediante microscopia electrénica de barrido Unicamente una muestra
para cada uno de los farmacos, eligiéndose aquellas para las que se encontrd un
menor tamano de particula al emplear la técnica de dispersién de luz (2% SiO»
1%ketoconazol y 5%SiO, 1%ivermectina). Se muestra en la figura 10 las
fotografias obtenidas tanto para los nanocristales como para el Aerosil® y los
farmacos en su estado original. En 10A y 10B puede apreciarse la estructura del
SiO,, correspondiendo los tamaros (70 a 130 nm) con los tamanos mas pequefos
obtenidos en la medicién realizada mediante dispersién de luz (Malvern Z sizer®),
con lo que podemos confirmar que las particulas de mayor tamano detectadas
mediante dispersidén de luz corresponden a agregados de SiO..
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En 10C y 10D se observan los cristales de ketoconazol, siendo estos de gran
tamafio (aproximadamente desde 3 hasta mas de 30 um) y presentando un habito
cristalino prismatico.

En 10E y 10F se pueden apreciar los cristales de ivermectina, los cuales

presentan tamafios de alrededor de 1um y un interesante habito cristalino

esferoidal.

A Aerosil® 30,000X B Aerosil® 70,000X

C Ketoconazol 100X D Ketoconazol 2,000X
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E Ivermectina 5,000X F Ivermectina 10,000X

G 2% SiO> 1% Ketoconazol 20,000X H 5% SiO> 1% Ivermectina 20,000X
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La figura 10G corresponde a los nanocristales obtenidos a partir de la dispersion
con 2% de SiO; y 1% de ketoconazol. Las estructuras observadas fueron tan
pequenas que no fue posible distinguir los cristales de ketoconazol formados de
las particulas de SiO.. En la figura 10H se muestran los cristales obtenidos a
partir de la dispersion con 5% de SiO, y 1% de ivermectina. A diferencia de lo
ocurrido con ketoconazol, en el caso de ivermectina no se observo un decremento
significativo en el tamafio de particula obtenido. Debido a esto se continué

trabajando unicamente con los cristales de ketoconazol.

4.4 Calorimetria diferencial de barrido.
La figura 11 muestra los termogramas obtenidos para el ketoconazol, una mezcla
fisica 2:1 de SiO» con ketoconazol y los nanocristales preparados a partir de la
dispersion con 2 % SiO2 y 1 % ketoconazol. Las tres muestras presentaron el
mismo punto de fusion (148 — 149 °C), lo cual indica que en la formacién de los

nanocristales no ocurrié ningun cambio en la forma cristalina del farmaco.
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4.5 Velocidad de disolucion.

Para monitorear la velocidad de disolucidon de los comprimidos elaborados por
compresién directa se elabor6 una curva de calibracién por triplicado (37 - 370ug
Ketoconazol/mL), obteniéndose un valor de r? de 0.9996 (anexo 4), dicha curva de
calibracion se utilizé para cuantificar el ketoconazol disuelto en cada uno de los

tiempo de muestreo de las pruebas de disolucion.

No se encontraron diferencias en la velocidad de disolucién de los comprimidos
elaborados con la mezcla fisica de ketoconazol y SiO. con respecto a los
nanocristales obtenidos de la dispersién con 2 % SiO. y 1 % ketoconazol ni en las
formulas de disolucion rapida (1A y 1B) ni en las de disolucién lenta (2A y 2B). En

las figura 12 y 13 pueden apreciarse los perfiles de disolucién.

Formula 1
100-
80-
]
2 601 — 1A Mezcla fisica
S 40- — 1B Nanocristales
2
20-
o L] L] L] 1
0 10 20 30 40

minutos

Figura 12. Perfil de disolucion formula 1A'y 1B
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Formula 2
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Figura 13. Perfil de disolucion férmula 2A y 2B

Perfil de disolucion
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X
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olr L] L] 1
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Figura 14. Perfil de disolucién formulas 1A, 1B, 2A 'y 2B.



El retraso en la velocidad de disolucién observado en las férmulas 2A y 2B con
respecto a las férmulas 1A y 1B (figura 14) se debe a que las férmulas 2 tardan
mas tiempo en desintegrarse. En ninguna de las preparaciones se observo
diferencia en la velocidad de disolucion cuando se utiliz6 la mezcla fisica
ketoconazol-SiO, con respecto a cuando se utilizaron los nanocristales. Por lo
tanto, en el caso del ketoconazol, a pesar de que se formaron cristales de tamano
nanomeétrico, su talla no contribuy6é a incrementar la velocidad de disolucién del

farmaco a partir de comprimidos preparados por compresion directa.
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

1. FLOCULACION DEL SIO, POR PARTE DE POLIMEROS.

En el presente trabajo se observé la floculacién del SiO, por parte de dos
polimeros (Poli-E-caprolactona y acido poli-lactico-co-glicdlico). A continuacion se
describen algunas investigaciones que pueden ayudar a comprender este

fenébmeno.

Se ha reportado que el SiO, puede ser floculado por diversos polimeros
hidrosolubles como poliacrilamida (45, 46), polivinil caprolactama (47),
polietilenglicoles (48) y alcohol polivinilico (49).

En la mayoria de los casos la floculacion se da mediante la formacion de puentes
de hidrégeno entre los polimeros y los grupos silanol de la superfice de las
particulas de SiO,, sin embargo se ha sugerido también la existencia de
interacciones hidrofébicas (49).

Griot y Kitchener (45) observaron que el SiO, puede ser floculado por la
poliacrilamida (PAM). Las amidas forman fuertes puentes de hidrégeno, por lo que
se propuso que la floculacién se da por la formacién de puentes de hidrégeno
entre grupos silanol presentes en el SiO, y las amidas de la PAM. Una vez
floculada con PAM la silica puede ser redispersada adicionando sustancias
formadores de puentes de hidrégeno (por ejemplo quinolina, piridina, dimetilamida,
y dietilamida). Los grupos silanol se encuentran disociados a valores altos de pH,
por lo que no son capaces de formar puentes de hidrégeno con las amidas; a
valores altos de pH no ocurrié floculacién. Cuando la silica se dispersa en agua
se forman puentes de hidrogeno entre los grupos silanol y moléculas de agua.
Después de dejar “envejecer” durante algun tiempo las dispersiones de SiO»
practicamente todos los grupos silanol accesibles forman puentes de hidrégeno
con el agua dificultado asi la formacién de dichos puentes con otras moléculas
como la poliacrilamida. Dispersiones de SiO. “envejecidas” durante al menos 24
horas no floculan al adicionarles PAM. Todos los datos expuestos refuerzan la

57



afirmacion de que la floculacion de la silica con PAM se da por la formacion de
puentes de hidrégeno entre las amidas y los grupos silanol (45) (46).

En otro trabajo se encontré que la polivinil caprolactama también es capaz de
flocular dispersiones de silica, pero siempre y cuando se encuentre por arriba de
su LCT (por sus siglas en inglés; lower critical temperature, temperatura por
encima de la cual una solucion homogénea se convierte en un sistema de dos
fases) y el pH sea igual o menor a 4. A valores de pH mayores ocurre adsorcion
pero no floculacion debido a que la formacion de puentes de hidrégeno que
permiten la floculacién no se da cuando los grupos silanol se encuentran ionizados
(47).

Rubio y Kitchener (48) evaluaron la floculacién de dispersiones de didéxido de
silicio con 6xido de polietileno (OPE). Las cadenas de OPE estan presentes en
multiples tensoactivos no iénicos, siendo los grupos éter los responsables de la
solubilidad del tensoactivo formando puentes de hidrégeno con el agua. Se ha
reportado la formacion de puentes de hidrégeno entre grupos silanol presentes y
grupos éter SiOH - - - O(CH2CHz)2 (50) . Sin embargo, la formacion de dichos
puentes de hidrogeno se ve reducida por competicion con moléculas de agua. En
su estudio Rubio y Kitchener evaluaron la absorcién de OPE con peso molecular
mayor a 5 millones de daltons en dispersiones de silica obtenida mediante
reaccion en flama y de silica obtenida a partir de precipitacion. La silica obtenida
mediante precipitacion se encuentra densamente cubierta con grupos silanol
completamente hidratados, en cambio la obtenida mediante reacciéon en flama
contiene tanto grupos silanol (no hidradatos) como grupos siloxano. Mediante el
calentamiento de la silica precipitada se da tanto la deshidratacion de grupos
silanol como la conversion de algunos de estos a siloxanos, el grado en que esto
ocurre depende de la temperatura empleada. Se encontré que la absorcién de
OPE es mayor en silica obtenida a partir de reaccién en flama que en silica
precipitada. Una posible explicacion es que los grupos silanol no hidratados
actian como donadores de hidrégeno siendo buenos sitios de adsorcion para el
oxigeno de los grupos éter —SiOH - - - O(CH2CHz).. Rubio y Kitchener (48)
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determinaron que los grupos siloxano presentes entre los grupos silanol permiten
que los grupos etilo del OPE se coloquen entre dichos espacios. La pobre
adsorcién de OPE en silica precipitada se ha explicado a partir de la poca
accesibilidad hacia los grupos silanol al encontrase ocupados por moléculas de

agua, como ocurre con las dispersiones de SiO; “envejecidas”.

Finalmente, Tadros (49) evalu6 la floculacién de silica con alcohol polivinilico
(APV), encontrando al igual que en los estudios antes descritos, que la floculacion
no ocurre a valores altos de pH y que disminuye en dispersiones “envejecidas”. Se
determind ademas que en la adsorcién del APV patrticipan tanto los grupos silanol
como grupos siloxano. Los autores proponen que ocurren uniones hidréfobas
entre grupos siloxanos y la cadena carbonada del APV (49).

Con base en lo anteriormente mencionado, existen mudltiples reportes de
floculacion de silica mediante polimeros, donde los grupos silanol son los
principales responsables participando en la formacién de puentes de hidrégenos
con las cadenas de polimero, sin embargo, los grupos siloxano también pueden
participar mediante interacciones hidréfobas.

En el presente trabajo se evaluaron 3 polimeros, cuyas estructuras quimicas se
muestran en las figuras 14, 15y 16.
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Fig 15. Estructura quimica de
Etilcelulosa
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Fig 16. Estructura quimica de
Poli-E-caprolactona (PLC)
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Fig 17. Estructura quimica de
acido poli-lactico-co-glicélico
(PLGA)

De los tres polimeros evaluados, ocurrié floculacion con dos de ellos, PLC y
PLGA, ambas moléculas tienen en comun el presentar un oxigeno carbonilico (el
cual no esta presente en etilcelulosa). La floculacién observada puede deberse a
la formacion de puentes de hidrogeno entre los grupos silanol presentes en el SiO»
coloidal y el oxigeno carbonilico presente en PLC y PLGA. Como se vio
anteriormente, los reportes existentes sobre floculacion de SiO, por parte de
polimeros se refieren a polimeros hidrosolubles, resultando por lo tanto novedoso
la floculacién observada en este trabajo con polimeros no hidrosolubles.

2. Posible mecanismo de estabilizacion mediante SiO, de los nanocristales
obtenidos.

En el presente trabajo se obtuvieron nanocristales de dos farmacos (ketoconazol e
ivermectina, sus estructuras quimicas se muestran en la figura 17 y 18
respectivamente) mediante la técnica de desplazamiento de disolvente,
estabilizandolos con un soélido finamente dividido (SiO. coloidal). En un trabajo

previo se logré también estabilizar nanocristales de ciclosporina (51). Ademas de

estos dos trabajos no existen referencias previas de nanocristales obtenidos
mediante la técnica de desplazamiento de disolvente que hayan sido estabilizados
mediante sélidos (generalmente se utiliza algun tensoactivo o polimero hidrofilico),
por lo que la estabilizacién aqui reportada resulta de gran novedad. Para elucidar
alguna teoria sobre el mecanismo por el cual puede darse la estabilizacion

observada es necesario revisar algunos conceptos.
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Fig 18. La ivermectina es un agente antiparasitario derivado de las
avermectinas. Consiste en una mezcla de alrededor de 90% de Blay
10% de B1b, siendo sus respectivas formulas empiricas C4gH74014 y
C47H72014 con pesos moleculares de 875.10 y 861.07 g/mol (66).

O
>—N NOO H E):I

H3C Cl

Fig 19. El ketoconazol es un agente antifingico imidazdlico que interfiere
con la sintesis de ergosterol y por lo tanto altera la permeabilidad en las
células fangicas. (65), (67)

Como ya se menciond en el apartado de antecedentes, en la técnica de
desplazamiento de disolvente al incorporar la fase organica a la dispersién acuosa
del estabilizante, la fase organica fluye rdpidamente hacia el agua dejando
“varadas” a las moléculas del polimero o farmaco que se encontraban disueltas en
esta, por lo que dichas moléculas tienden a agregarse.
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Para que se dé la formacidn de cristales es necesario que ocurra la formacién de
clusters a partir de unas cuantas moléculas y a partir de estos la nucleacion y
consecuente crecimiento del cristal. El cambio de energia libre (AG) que ocurre
para la formacion de cristales a partir de soluciones sobresaturadas es resultado
de la suma del cambio de la energia libre en la formacién de una nueva fase (AG,)

y el cambio de energia para la formacion de una interfase (AG;) (figura 19).
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Fig 20. Cambio de energia libre de Gibbs durante la formacion de
clusters. EI cambio de energia es resultado de la suma de dos
cambios de energia de signo contrario (AGs y AGv), El tamafo del
cluster se incrementa hasta alcanzar un radio critico (rc), por encima
de este la energia libre de Gibbs disminuye continuamente y el
crecimiento se vuelve energéticamente favorable.

El primer término describe la tendencia natural de las moléculas de soluto en una
solucién sobresaturada a agregarse entre si, por lo que AG, se vuelve negativo
disminuyendo la energia libre de Gibbs del sistema. Por otro lado, la formacion de
una nueva interfase (solido/liquido) aumenta la energia libre de Gibbs (AGs) de
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manera proporcional al area del cluster. Como resultado, la formacién del cluster
depende de la competencia entre AG, que favorece su crecimiento y AGs que
favorece la disolucion del cluster. AGs es mayor cuando el cluster tiene un radio
pequeno, por lo que el cambio de energia libre es positivo, entonces los clusters
mas pequenos se disuelven. El tamaro del cluster se incrementa hasta alcanzar
un radio critico (rc), por encima de este la energia libre de Gibbs disminuye

continuamente y el crecimiento se vuelve energéticamente favorable. (52)

La nucleacién previa al surgimiento de los cristales puede dividirse en nucleacion
homogénea y heterogénea. La nucleacion homogénea se da en soluciones
sobresaturadas en ausencia de “particulas extrafas”, por lo que el depdésito tiene
la misma naturaleza quimica que el sustrato, es decir, las moléculas del soluto se
depositan sobre otras moléculas de soluto. La nucleacién heterogénea ocurre
sobre particulas con composicion quimica diferente al sustrato, esto disminuye el
AG critico de nucleacion. La nucleacion heterogénea se ve especialmente
favorecida cuando las fuerzas de interaccién entre las moléculas de soluto y las

particulas son mas fuertes que las fuerzas de solvatacion (53).

| hom

AG het

re Radio (r)

Fig 21. Comparativo de la barrera energética para la nucleacion homogénea y
heterogénea.

63



El incremento de energia libre de Gibbs necesario para la nucleacién heterogénea
es igual al producto del AG de la nucleacidn homogénea y de una funcion del

angulo de contacto.
AGhomogéneo = AGheterogéneo * ()
Donde

f(8) = (2 — 3cos B + cos® B) / 4

Se sabe ademas que la velocidad de nucleacion heterogénea es proporcional a la
superficie volumetrica total (aexr) de las particulas extrafnas (54).

Como ya se describid, mediante la nucleacién heterogénea se favorece la
nucleacion, si se favorece la nucleacion es posible disminuir el tamafo de los
cristales, pues las moléculas de farmaco son utilizadas para crear nuevos nucleos
y no para aumentar el tamafo de cristales ya existentes, de hecho este principio
ha sido utilizado en la preparacion de nanocristales mediante la técnica de
desplazamiento de disolvente con aplicacion de ultrasonido debido a que este

aporta al sistema energia necesaria para favorecer la nucleacion. (55, 56)

La disminucién en la barrera energética alcanzada mediante la nucleacion
heterogénea se ha utilizado para inducir la nucleacién de diversas moléculas
(principalmente proteinas) en soluciones no sobresaturadas, gracias a estos
estudios se ha comprobado que la nucleacién se ve favorecida principalmente en

materiales porosos (57, 58).

Page y Sear (59) encontraron que la disminucién en la barrera energética de la
nucleacion heterogenea depende de las propiedades de la superficie utilizada,
particularmente de la geometria y tamafo de sus poros. Ademas unicamente los
materiales con una amplia distribucién de tamafos de poro son efectivos para
inducir la nucleacién, aparentemente, para cada sustancia existe un tamano de
poro optimo al cual la velocidad de nucleacién es méxima, por lo que un material
con un amplio rango de tamafos de poro tiene altas probabilidades de poseer

poros de tamafo cercano al 6ptimo para la nucleaciéon de cada sustancia.
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Chayen y colaboradores (57) utilizaron silicén poroso (con tamafnos de poro de 5 a
10 nm) para inducir la nucleacién y consecuente cristalizacion de proteinas a partir
de soluciones no saturadas, logrando obtener cristales a partir de 5 de las 6
proteinas evaluadas. En cambio, en otros estudios en los que se utilizaron
materiales con una distribucidn muy estrecha de tamarnos de poro los resultados
no fueron satisfactorios (57, 60, 61). Chayen y colaboradores (58) reforzaron la
teoria de que materiales con amplio rango de tamarnios de poros tienen alto
potencial para inducir la nucleacion de diferentes moléculas, pues obtuvieron
excelentes resultados precipitando varias proteinas usando como superficie un
gel-cristal (CaO-P>05-SiO) con tamarnos de poro de 2 a 10 nm.

En otro trabajo Pereira y Hench (62) investigaron los factores que favorecen la
nucleacion heterogénea de hidroxiapatita (Caio(PO4)s(OH)2) en contacto con un
gel poroso de silice (SiOp). Concluyeron que la carga negativa presente en la
superficie del silice, asi como la presencia de poros en escala nanométrica son los
principales factores que contribuyen a la formacién de cristales de hidroxiapatita y
que la velocidad de nucleacion se incrementa entre mayor sea el tamarfo de poro

y el volumen total de los poros en el gel de silice.

Con base en los trabajos anteriormente mencionados, podemos aventurar la teoria
de que, la presencia de SiO; coloidal increment6 la velocidad de nucleacion de los
farmacos (ketoconazol e ivermectina), favoreciendo este proceso sobre el del
crecimiento cristalino y por tanto beneficiando la formacion de cristales en escala
nanométrica. Sin embargo, el crecimiento cristalino puede darse en etapas
posteriores a partir de cristales pequefios, por lo que esta explicacion no es
suficiente para entender la estabilizacién de nanocristales mediante SiO».

Lee y colaboradores (63) obtuvieron cristales micrométricos de glicina mediante el
uso de redes metdlicas autoensamblables que forman cavidades cuadradas de
area micrométrica. Mediante esta técnica las gotas de la soluciéon de interés
quedan confinadas en las “islas” metalicas, se induce entonces la evaporacién del
disolvente y la cristalizacion ocurre confinada dentro de cada isla. Un proceso
similar puede estarse dando en la formacion de cristales de ketoconazol e
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ivermectina mediante la técnica de desplazamiento de disolvente utilizando SiO»
coloidal como estabilizante. De manera que con el SiO, no sélo se favorece la
nucleacion sobre el crecimiento cristalino, si no que ademas los cristales formados
ven inhibido su crecimiento por un impedimento espacial ocasionado por una red

formada entre particulas de SiO, adyacentes.

3. VELOCIDAD DE DISOLUCION DE COMPRIMIDOS PREPARADOS POR
COMPRESION DIRECTA CON MEZCLA FiSICA Y CON NANOCRISTALES.

En el presente trabajo no se obtuvo un incremento en la velocidad de disolucién
de comprimidos al utilizar nanocristales de ketoconazol. La prueba de disolucién
se realizé utilizando el medio de disolucién especificado en la USP (HCI 0.1N), en
el cual el ketoconazol muestra una rapida disolucién. A pesar de que el
ketoconazol presenta una baja solubilidad en agua, su solubilizacion en HCI 0.1 N
es rapida, por lo tanto no se evidencié ningun incremento en la velocidad de
disolucion de los comprimidos en que se utilizaron los nanocristales obtenidos. En
un trabajo previo en el cual se obtuvieron nanocristales de ciclosporina mediante
la técnica de desplazamiento de disolvente estabilizados también con SiO;
coloidal, si se evidencid un aumento en la velocidad de disolucién cuando se
utilizaron nanocristales con respecto a aquellas en que sélo se utilizé6 una mezcla
fisica. Podemos concluir entonces que mediante la obtenciéon de nanocristales por
la técnica de desplazamiento de disolvente estabilizados con SiO, si es posible
incrementar la velocidad de disolucién, sin embargo, no se observé este efecto
con los cristales de ketoconazol debido a que el ketoconazol por si mismo tiene
una rapida disolucion en el medio especificado para dicha prueba en la USP (HCI
0.1N).
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a)

X. CONCLUSIONES

El diéxido de silicio coloidal (SiO2) no fue efectivo como estabilizante de
nanoparticulas para los polimeros evaluados (etilcelulosa, poli-E-
caprolactona y acido poli-lactico-co-glicélico). En el caso de etilcelulosa no
se logré incrementar el rendimiento ni disminuir el tamano de las
nanoparticulas mediante la incorporacién de SiO,. En cuanto a poli-E-
caprolactona y acido poli-lactico-co-glicélico estos polimeros flocularon en
presencia de SiO,, posiblemente mediante la formacion de puentes de
hidrégeno entre los carbonos carbonilicos presentes en ambos polimeros y
los grupos silanol presentes en el SiO».

Se logré formar nanocristales de ketoconazol e ivermectina mediante la
técnica de desplazamiento de disolvente utilizando SiO» como estabilizante.
La mayor disminucibn de tamano con respecto a los cristales sin
tratamiento se alcanzé con ketoconazol; los cristales originales presentaban
tamafnos mayores a 10 ym y las estructuras obtenidas en este trabajo
fueron de tamano submicrénico.

Los sistemas obtenidos fueron caracterizados mediante la determinacion de
su tamafo de particula, indice de polidispersidon, potencial Zeta, y
microscopia electrdnica de barrido (MEB).

La obtencién de nanocristales de ketoconazol no ayudd a incrementar la
velocidad de disolucién de comprimidos de compresién directa en la prueba
de disolucién de la USP debido a que el ketoconazol a pesar de ser poco
soluble en agua, presenta una rapida disolucion en el medio especificado
para la prueba en la USP (HCI 0.1N).
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Xl. PERSPECTIVAS

Realizar estudios para comprobar el mecanismo mediante el cual se da la
floculacion del SiO, por parte de PCL y PLGA (por ejemplo anadlisis de
grupos funcionales mediante infrarrojo).

Determinar si con el uso de polimeros con caracteristicas quimicas
diferentes a los evaluados es posible obtener nanoparticulas estabilizadas
mediante SiO, o algun otro sélido submicroénico.

Encontrar otros farmacos a partir de los cuales puedan obtenerse
nanocristales  estabilizados con  SiO,, asi como determinar
experimentalmente las variables que influyen en dicha estabilizacion.
Evaluar otros estabilizantes sélidos de tamafno de particula submicrénico y
mezclas de SiO, con diferentes caracteristicas (distintos grados de
hidrofobicidad y SiO, porosos).

Investigar si la estabilizacion mediante solidos puede utilizarse en la
formacidon de nanocristales mediante otras técnicas tales como

emulsificacion evaporacion, salting-out y emulsificacidn difusién.
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XIll.ANEXOS
ANEXO 1

Distribucion de tamanos de particula de las dispersiones de diéxido de silicio
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Didxido de silicio 3%
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Didxido de silicio 5%

Size Distribution by Intensity
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ANEXO 2

Distribucion de tamanos de particula de nanoparticulas de EtilCelulosa (EC)

0.32% EC

Size Distribution by Intensity
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0.32% EC 2%Si0-

Size Distribution by Intensity
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0.46% EC 1%Si0O»

Size Distribution by Intensity
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ANEXO 3

Distribucion de tamainos de particula de nanoparticulas de Poli-E-caprolactona
(PLC)
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0.46%PLC 2%SiO»

Size Distribution by Intensity
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2.5%PLC 1%SiO»

Size Distribution by Intensity
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ANEXO 3

Distribucién de tamafios de particula de nanoparticulas de Acido poli(lactico-co-

glicdlico) (PLGA)

0.32%PLGA

Size Distribution by Intensity
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0.32%PLGA 2%SiO»

Size Distribution by Intensity
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0.46%PLGA 1%SiO5

Size Distribution by Intensity

3']. .................. .................. . ................. .................
¥ ; ; ; ;
= : : : :
EZD. .................. R I I LR EEEEEEREEERREE :
iy : : : : :
= ; ; ; ;
g-lu. .................. R R A T SRR
E 1 : : :

0 : i AN A N
0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm}
Record 45 1%Aerosil 600mgPLGA 10Jun13 1 Record 45: 1%Aerosil 600mgPLGA 10Jun13 2
Record 47: 1%Aerosil 600mgPLGA 10Jun13 3
0.46%PLGA 2%SiO2
Size Distribution by Intensity

2['. .................. .................. . ................. .................
= : : ;
S =T
2
1]
=
o AR SRR LR R SEE AL
]

[
L e e L N T T A
E

1000 10000
Size (d.nm)

Record 85 2%aerosil §00mgPLGA 10Jun13 1 Record 85 2%aerosil §00mgPLGA 10Jun13 2
Record 87: 2%aerosil 800mgPLGA 10Juni13 3

89




Curva de calibracion Ketoconazol en HCI 0.1N, 270 nm

ANEXO 4

repeticion Mg/mL Abs
(270nm)
1 37.60 0.1022
2 37.76 0.1001
3 37.28 0.1072
1 112.80 0.2956
2 113.28 0.2964
3 111.84 0.3044
1 150.40 0.3903
2 151.04 0.4051
3 149.12 0.3980
1 225.60 0.5780
2 226.56 0.5900
3 223.68 0.5813
1 300.80 0.7668
2 302.08 0.7779
3 298.24 0.7660
1 376.00 0.9611
2 377.60 0.9536
3 372.80 0.9513
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