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RESUMEN

La presente investigacion busca obtener una formulacién de nanoparticulas
poliméricas que contengan enrofloxacina como alternativa en el tratamiento
antimicrobiano, que al momento de su liberacion en el organismo tenga un efecto
prolongado y sostenido en un tiempo mucho mayor en comparacion con las
preparaciones antibidticas convencionales. Esto como resultado de utilizar
polimeros biodegradables a lo largo del proceso de elaboracion y de trabajar a
tamafio nanométrico. Las nanoparticulas poliméricas fueron elaboradas por el
método de nanoprecipitacion y adicionadas a un gel mucoadhesivo. Se realizo
distintos analisis a la formulacion final para conocer la talla, indice de
polidispersién, potencial Z, porcentaje de encapsulacién y la cinética de
liberacion. Los diferentes analisis condujeron a obtener una formulacion final que
se caracteriza por tener un sistema de liberacion que modifica la velocidad de

liberacion del farmaco.

Palabras claves: Nanoparticulas poliméricas, enrofloxacina, liberacién

modificada.
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ABSTRACT

The present research seeks to obtain an formulation of polymeric nanoparticles
containing enrofloxacin as an alternative in antimicrobial treatment, which at the
time of its release in the body has a prolonged and sustained effect in a much
longer time compared to conventional antibiotic preparations. This as a result of
using biodegradable polymers throughout the manufacturing process and working
at nanometric size. The polymeric nanoparticles were made by the
nanoprecipitation method and added to a mucoadhesive gel. Different analyzes
were carried out on the final formulation to know the size, polydispersion index,
Z potential, encapsulation percentage and release kinetics. The different analyzes
led to obtain a final formulation that is characterized by having a release system

that modifies the release rate of the drug.

Key words: Polymeric nanoparticles, Enrofloxacin, modified release.
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INTRODUCCION

La enrofloxacina es una fluoroquinolona desarrollada exclusivamente para ser
usada en medicina veterinaria. Se caracteriza por presentar actividad
antimicrobiana, incluso contra microorganismos poco susceptibles o resistentes a
los antimicrobianos de uso corriente en animales. En la actualidad para la
enrofloxacina existen informes de efectos tdxicos en algunas especies animales.
Se han informado efectos toxicos de enrofloxacina sobre los sistemas nervioso,
cardiovascular y gastrointestinal de los animales, asi como condrotoxicidad,
toxicidad sobre la reproduccién y el desarrollo, genotoxicidad, carcinogénesis y
fototoxicidad. Asimismo, cabe resaltar que los animales que son tratados con
enrofloxacina en altas dosis y en intervalos cortos de tiempo presentan
contaminacion en los productos derivados de los mismos que son para consumo
humano y puede conllevar a crear resistencia a los antibidticos en los
consumidores.

La enrofloxacina se caracteriza por poseer un amplio espectro de accion, que se
basa en su efecto bactericida, su buena absorcién por via digestiva, amplia
distribucion en los tejidos, prolongada vida media, prolongado efecto post
antibiotico. Debido a las reacciones adversas y aparente toxicidad de la
enrofloxacina, su uso ha sido prohibido en humanos, aunque se emplea
habitualmente en animales como antibiético de amplio espectro. Representa, sin
lugar a dudas, una buena alternativa terapéutica para el manejo clinico en
medicina veterinaria. Es asi que este documento propone una formulacion de
nanoparticulas poliméricas cargadas de enrofloxacina que presente una liberacion
sostenida y prolongada mejorando su funcion terapéutica, reduciendo las dosis

necesarias, asi como las reacciones adversas y toxicidad (1, 2, 3).

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA '
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

HIPOTESIS

Dado que estudios anteriores han demostrado de los efectos toxicos en
6rganos de animales, asi como la contaminacion de los productos derivados
debido a la aplicacion de altas dosis en intervalos cortos de tiempo. Este proyecto
pretende formular nanoparticulas cargadas con enrofloxacina a partir de matrices
poliméricas de liberacién modificada que por su tamafio de particula nanométrico
brindara un vehiculo de transporte altamente efectivo y menos toxico. Es probable
que éstas se puedan optimizar dandole forma farmacéutica de gel mucoadhesivo
que permitira que la liberacion del farmaco sea prolongada y sostenida.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

OBJETIVOS

Objetivo general:

Desarrollar y caracterizar una formulacion de nanoparticulas poliméricas

cargadas de enrofloxacina que presenten una liberacion sostenida y prolongada.

Objetivos especificos:

1.  Formular y elaborar nanoparticulas poliméricas cargadas de enrofloxacina.

2.  Caracterizar las nanoparticulas poliméricas en suspension y nanoparticulas
poliméricas en gel mucoadhesivo en funcién de la talla, el indice de
polidispersion, potencial zeta y porcentaje de encapsulacion.

3. Evaluar la cinética de liberacion de las nanoparticulas poliméricas cargadas

de enrofloxacina.
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1. Enrofloxacina

La enrofloxacina es una fluoroquinolona utilizada como agente
quimioterapéutico, antibacteriano, de uso exclusivo en veterinaria debido a su
elevada toxicidad. Como se observa en la figura 1, la enrofloxacina deriva del
acido nalidixico y tiene un nucleo basico denominado dihidroquinolina o anillo 4
quinol6nico. Ademas del nacleo central tipico de la quinolona, son claves los
radicales periféricos de la molécula, que modulan la actividad antibacteriana. Los
distintos sustituyentes tienen influencia sobre algunos parametros relevantes para
la actividad de la molécula, ya sea su afinidad a las dianas, su espectro de accion,
su farmacocinética, o su penetracion intracelular. Aunque algunas propiedades
antibacterianas se pueden asociar con algunos de los radicales, la molécula actta
en conjunto, y los diversos radicales variables pueden actuar de forma positiva o
negativa.(1)

M
|1
R
Anille 4 Quinolénico

COOH

|
STTK

Enrofloxacina Ciprofloxacina

FIGURA 1: Estructura quimica del anillo 4 quinolonico, enrofloxacina y
ciprofloxacino (1)

La relacidon estructura-actividad de esta molécula, ha motivado la sintesis de
compuestos con distintos radicales. El flGor en posicion 6 mejora la unién al ADN

girasa bacteriana y hace que su penetracion celular sea hasta 70 veces superior a
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las quinolonas que no poseen flior, aumentando su eficacia frente a Gram
negativos y ampliando su espectro de actividad contra Gram positivos (1). El
anillo 4-etilpiperazin-1-il, en posicion 7, le confiere mayor potencia, en relacion
de las quinolonas que tienen en esta posicion moléculas lineales. Como se muestra
en la figura 1 en posicion 3 del anillo, C3 tiene presencia de un grupo carboxilo,
fundamental para la unién de la quinolona con las topoisomerasas bacterianas. En
la posicion 4 del anillo, C4 presenta un grupo ceto que aumenta la absorcién
digestiva y la biodisponibilidad (1). La enrofloxacina puede existir en cuatro
posibles formas dependiendo del pH dado: como cation acido, especie neutra no
ionizable, una intermedia o zwitterion y como ion basico, de esta manera a pH
bajo tanto el grupo 7 piperazinico y el grupo 3 carboxilico se encuentran
protonados, mientras que a pH alto ninguno esta protonado. La enrofloxacina es
ligeramente soluble en agua, en etanol y &cido clorhidrico 0.1 N y bastante soluble
en hidréxido de sodio 1 N (2).

1.1 Farmacocinética de enrofloxacina

La enrofloxacina se absorbe eficientemente en gran variedad de animales
domésticos después de su administracion oral o parenteral. Su alta
biodisponibilidad (cercana al 60 %) resulta en concentraciones plasmaticas
terapéuticas adecuadas, semivida de eliminacion relativamente larga (mayor a las
6 horas), volumen de distribucion alto y excelente penetracion tisular (incluyendo
fagocitos). Se elimina fundamentalmente por metabolismo hepatico y excrecion
renal (3).

A. Absorcion

La absorcion de enrofloxacina es muy variable de acuerdo a dos criterios;
segun la especie animal y segun la forma farmacéutica. Existe una variacion de la
biodisponibilidad después de la administracion oral de enrofloxacina entre
animales poligastricos (vacas, ovejas, vicufias, entre otros) y monogastricos
(perros, gatos, conejos, entre otros) del 10 % al 80 %. En efecto, en algunos casos
se exige el uso de dosis mayores por via oral para alcanzar el éxito terapéutico. La
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biodisponibilidad intramuscular es del 96 % con una concentracién maxima de 3

horas después de la administracion (4).

B. Distribucién

Se alcanzan altas concentraciones de enrofloxacina en saliva y secrecion
nasal; en mucosa, epitelio y secrecion bronquial, asi como en el higado y en el
tracto urinario. Penetran en el tejido pulmonar, fluido de revestimiento y
macrofagos alveolares, resultando en concentraciones mayores a las séricas. La
enrofloxacina llega con rapidez a la glandula mamaria. Las concentraciones en
liquido peritoneal son significativamente menores que las concentraciones séricas,
y las concentraciones en cerebro, cristalino, humor vitreo y humor acuoso son de

10 al 20 % de las concentraciones encontradas en el suero (5).

C. Metabolismo y excrecién

La enrofloxacina es eliminada del organismo principalmente por
metabolismo hepatico, y excretada en bilis y orina a altas concentraciones de
farmaco activo (farmaco inalterado o metabolito activo) (6). En animales la
excrecion renal es variable, aunque ocurre filtracién glomerular para la fraccion
no ligada, y también secrecion tubular activa. La filtracion glomerular y la
secrecion tubular permiten alcanzar altas concentraciones urinarias. Posiblemente
otros sitios de metabolismo son la ubre o los macrofagos. El efecto de primer paso

hepatico es bajo, aproximadamente del 7 % (7).

1.2 Mecanismo de accién de enrofloxacina

La enrofloxacina y las fluoroquinolonas son antibidticos cuyo blanco
terapéutico primario son la ADN girasa en organismos Gram negativos y la
topoisomerasa IV en organismos Gram positivos(8). Al inhibir la actividad de la
ADN girasa, la enrofloxacina interfiere en el empaquetamiento, la replicacion y
latranscripcion del ADN vy al inhibir la topoisomerasa 1V interfiere en la relajacion
y desvinculacion del ADN después de la replicacion(9). La ADN girasa es un

heterotetramero con dos subunidades (A y B). La subunidad A (Gyr A) es

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA )
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

responsable del enrollamiento del ADN, ruptura y reunién de ADN; y la
subunidad B (Gyr B) es la encargada de la hidrdlisis de ATP y de la interaccion
con Gyr Ay ATP (10).

La ADN girasa introduce enrollamientos negativos en el ADN vy libera la
tension torsional acumulada por los procesos de replicacién y transcripciéon. La
inhibicion de la ADN girasa puede categorizarse dentro de los siguientes cinco
tipos: Mecanismo especifico basado en la inhibicién de la Gyr A, mecanismo
especifico basado en la inhibicidn de la Gyr B, intercalacion en el ADN, unién al
hueco menor del ADN y quelacion no especifica. La enzima ADN girasa actua
a través del enrollamiento de la doble cadena del ADN alrededor de si mismo,
ruptura del ADN en las dos hebras con la formacion de un segmento de apertura
a través del cual se pasa el ADN sin cortar y finalmente reunion del ADN (11,
12).

Las moléculas de quinolona, unidas en complejos tetraméricos (Figura 2),
se acoplan a las hebras de ADN y a determinados puntos de las subunidades (A y
B) de la girasa y estabilizan el complejo ternario de girasa ADN-fluoroquinolona-
ADN, impidiendo su reversion y poniendo en marcha una serie de procesos,
incluso hoy todavia desconocidos, que desembocan en la lisis celular.(13)

Por otro lado, la topoisomerasa IV es una proteina tetramerica compuesta
también por dos pares de subunidades (A y B), y presenta una potente actividad
decatenante. Ambas enzimas son esenciales para la replicacion y transcripcion del

ADN vy la inhibicidn de estas funciones conduce a la muerte celular (14).

Interaccion enrofloxacina y blanco terapéutico

La interaccion de la enrofloxacina y otras quinolonas con la topoisomerasa
bacteriana, como se muestra en la figura 2, se da cuando el cetoacido en la posicion
C3 y C4 del farmaco, quela un ion de magnesio no catalitico (Mg*?) que se
coordina con cuatro moléculas de agua. Dos de estas moléculas de agua estan
situadas lo suficientemente cerca de serina y acido glutamico (Ser84 y Glu88) de
la enzima para formar enlaces de hidrogeno entre el grupo hidroxilo de la cadena
lateral de serina'y dos moléculas de agua, asi como el grupo carboxilo de la cadena
lateral del acido glutdmico y una molécula de agua (15).
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FIGURA 2: Interacciones criticas entre fluoroquinolonas y la
topoisomerasa IV (16).

Estudios recientes han caracterizado el papel del puente idnico agua-metal,
que media la interaccion quinolona-enzima. Los hallazgos indican que la
mutacion de la serina o del residuo acido restringe la variedad de iones metalicos
que se pueden usar para apoyar la actividad del farmaco y disminuye la afinidad
de la quinolona - complejo de enzimas para el ion Mg*? no catalitico. Ademas, la
mutacion de cualquiera de los residuos disminuye significativamente la afinidad
de la girasa o la topoisomerasa IV a las quinolonas, y la mutacién de ambos
residuos (Ser84 y Glu88) elimina la capacidad de las quinolonas para estabilizar
los complejos de escision (17).

Estos estudios confirman la existencia del puente entre agua e iones
metéalicos y proporciona evidencia de que la serina y los residuos &cidos acttan
como puntos de anclaje que coordinan el puente hacia la enzima. Ademas,
demuestran que el puente i6nico agua-metal es la interaccion primaria entre las

quinolonas y las enzimas bacterianas de tipo Il (18).

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA )
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

1.3 Mecanismos de resistencia a enrofloxacina

La enrofloxacina y las otras fluoroquinolonas de segunda generacion son
farmacos de primera linea frente a numerosas infecciones. Sin embargo, su amplio
espectro, gran actividad y buena tolerabilidad propiciaron una amplia difusion de
su uso, originandose la aparicion de resistencia tanto en microorganismos Gram
negativos, especialmente en P. aeruginosay E. coli, y en microorganismos Gram
positivos como S. aureus (19, 20). La resistencia a la accion de las

fluoroguinolonas esta relacionada basicamente a tres mecanismos:

1.3.1. Resistencia mediada por el blanco terapéutico

Los aminoécidos comunmente mutados son la serina y los residuos &cidos
que anclan el puente ionico del agua y el metal (Mg*?). Asi la interrupcion del
puente de iones agua-metal causa la resistencia a la quinolona. En general, la
girasa mutante y la topoisomerasa IV mantienen la actividad de escision del ADN
en ausencia de farmacos (15, 17). Sin embargo, las quinolonas muestran poca
capacidad para aumentar los niveles de escision del ADN mediada por
enzimas(15, 17). Ademas, la union del farmaco y la enzima se reduce
significativamente, y las quinolonas pierden gran parte de su capacidad para
inhibir la ligadura del ADN o la forma estable ternaria enzima-ADN- farmaco
(12).

1.3.2. Resistencia mediada por plasmidos

Tres familias de genes estdn asociadas con la resistencia mediada por
plasmidos. Los primeros son los genes Qnr, que forman parte de la familia de
proteinas de repeticion de pentapéptidos. Estas disminuyen la union de la girasa y
la topoisomerasa IV al ADN; por lo tanto, protegen las células de las quinolonas
al reducir el nimero de dianas enzimaticas disponibles en el cromosoma (21). La
segunda proteina codificada por el plasmido asociada con la resistencia a
quinolonas es aac (6')-1b-cr. Esta proteina es una variante de un aminoglucésido
acetiltransferasa que contiene dos mutaciones puntuales especificas, W102R y

D179Y (22). La enzima acetila el nitrogeno no sustituido del anillo 4-
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etilopiperazin-1-il C7 que se encuentra en las quinolonas como se defini6 en la
figura 1 (Pag. 2), lo que disminuye la actividad del farmaco. El tercer grupo de
proteinas de resistencia a quinolonas codificadas por plasmidos esta compuesto

por bombas de flujo de salida. Hasta ahora, se han identificado tres: OgxAB,
QepAly QepA2 (23).

1.3.3. Resistencia mediada por cromosomas

Para alcanzar sus objetivos, las quinolonas deben cruzar la pared celular y
la membrana citoplasmatica de las bacterias Gram positivas. En las bacterias
Gram negativas, las quinolonas deben atravesar una barrera de membrana externa
adicional (Figura 3). Por lo tanto, el influjo de fa&rmacos en las especies Gram-
negativas se facilita mediante los canales de proteinas Illamados porinas. Entonces
la mutacién mediada por cromosomas resulta de la sobre-expresion de las porinas
o0 la sobre-expresion de las bombas de eflujo celular, las cuales disminuyen las

concentraciones celulares de quinolonas (24, 25).

FIGURA 3: Mecanismos de resistencia a las quinolonas. (1) Resistencia
mediada por el objetivo. Las mutaciones en la girasa y la topoisomerasa IV
debilitan las interacciones quinolona-enzima. (2) Resistencia mediada por
plasmidos (2a) Las proteinas Qnr (amarillas) disminuyen la union de
topoisomerasa-ADN y protegen los complejos de enzima-ADN de las quinolonas.
(2b) aac (6")-Ib-cr es una aminoglucosido acetiltransferasa que acetila el
nitrégeno libre en el anillo C7 de las quinolonas disminuyendo su efectividad.
(2c) Las bombas de flujo de salida codificadas por plasmidos disminuyen la
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concentracion de quinolonas en la célula. (3) Resistencia mediada por
cromosomas. (3a) La subexpresion de porinas en especies Gramnegativas
disminuye la captacion de farmacos. (3b) La sobreexpresion de las bombas de
flujo de salida codificadas por cromosomas disminuye la retencion de farmaco
en la célula (24).

1.4 Formas farmacéuticas convencionales en base a Enrofloxacina

Entre las fluoroguinolonas ampliamente usadas en medicina veterinaria, una
de las principales es la enrofloxacina cuya formula es contenida en presentaciones

comerciales que se mencionan a continuacion:

*« ENROFLOXACINA al 10 %: Para bovinos. Este medicamento se debe aplicar
por via intravenosa, intramuscular o subcutanea una dosis de 5 mg/kg de peso,

cada 24 horas por 3 a 5 dias consecutivos.

« ENROFLOX® 20 L.A.: Enrofloxacina 200 mg. Este medicamento se debe

aplicar por via subcutanea o intramuscular.

* BAYTRIL INYECTABLE 5 %: Enrofloxacina 50 mg. Se debe administrar en
forma intramuscular, subcutanea o intravenosa, a una dosis de 2.5 mg/kg, lo que
equivale a 1 mL por cada 20 kg de peso.

Cabe mencionar que estas alternativas terapéuticas presentan desventajas

COmMO se menciona enseguida.

oEn la mayoria de las especies animales el volumen de distribucién de las
fluoroquinolonas es alto, siendo mucho mayor que el alcanzado por los
betalactdmicos y aminoglucésidos (5). Esto permitira que la enrofloxacina
penetre en los tejidos y alcance concentraciones intracelulares muy elevadas,
causando una mayor incidencia de efectos adversos sobre el sistema nervioso,

cardiovascular y gastrointestinal (26).
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¢ En determinadas especies de mamiferos ocasionan lesiones renales y articulares.
En caninos en crecimiento puede producir, problemas en el desarrollo de los

huesos largos por inhibicion del crecimiento del cartilago (27).

e La enrofloxacina es muy irritante cuando se administra por via intramuscular,
ocasionando un marcado aumento de la creatinquinasa en suero e inflamacion y
dolor en el sitio de inyeccion. Esto indica generalmente que el musculo esta
siendo destruido por algun proceso anormal, tal como una distrofia muscular o

una inflamacion (27, 28).

2. Nanomedicina

Con el objetivo de contrarrestar determinados problemas de las formas
farmacéuticas convencionales (Tabla 1) surgié la nanomedicina lo que ha
implicado la aplicacion de la nanotecnologia al mundo de la formulacion de
medicamentos. La nanomedicina propone nuevas formas farmacéuticas de
administracion de farmacos y propicia que estos sean capaces de actuar de un

modo mucho mas especifico y selectivo.

Tabla 1. Soluciones aportadas por la nanomedicina a los problemas que
surgen en el uso de formas farmacéuticas convencionales (29).

Problemas Ventajas de Nanosistema

Proporcionan al farmaco un ambiente
Baja solubilidad hidrofébico o hidrofilico, aumentando asi su
solubilidad en el vehiculo de administracion.
La aplicacion regulada de los sistemas de
Dafio del tejido al liberacion de formulaciones de nanoparticulas
producirse la extravasacion que evita el contacto directo del farmaco al
tejido disminuye o elimina el dafio a los tejidos
producido por la extravasacion accidental de
formulaciones convencionales.
Protegen al farmaco frente a la degradacion
Baja biodisponibilidad prematura o pérdida de actividad, posibilitando
incluso el empleo de dosis menores.
Se funcionalizan de acuerdo al blanco
Poca especificidad terapéutico a tratar y asi reducir los efectos
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secundarios que se puedan producir y el dafio
en érganos o tejidos sanos.
Falta de selectividad para  Los sistemas de liberacion pueden aumentar la
tejidos concentracion del medicamento en el tejido
blanco terapéutico.

De este modo, entre los avances de la nanomedicina, se encuentra el
desarrollo de los nanosistemas de liberacion de farmacos y direccionamiento de
los mismos. Estos sistemas actGan transportando los farmacos a través del
organismo, protegiéndolos de la degradacion prematura no deseada, a la vez que
se facilita su difusion a través de las barreras bioldgicas y, por lo tanto,
favoreciendo el acceso a las células del blanco terapéutico (30).

Sin embargo, la aplicacion de esta nueva tecnologia también presenta
desventajas, como es el alto coste que tiene el proceso de preparacion, originado,
fundamentalmente, por el bajo rendimiento en condiciones experimentales de
laboratorio. Los procesos aun no son adecuados para todos los farmacos y los
pasos post-preparativos, como la purificacion, conservacion, y el analisis del
disolvente residual debe ser investigado exhaustivamente para cada proceso.
Existe también la falta de estabilidad de algunos componentes activos y la
liberacion no reproducible de ciertos farmacos. En el ambito biomédico se debe
considerar la biocompatibilidad, la respuesta inmune o seguridad a largo plazo
(31, 32).

A continuacion, se hace mencion sobre uno de los principales vehiculos

desarrollados para el transporte de farmacos para uso farmacéutico.

3. Nanoparticulas

Las nanoparticulas son estructuras cuyo tamafio varia entre 1 y 1000
nandmetros y pueden desempefiar multiples funciones en el organismo. Pueden
ser utilizados con fines diagnosticos o de tratamiento. En este ultimo caso, las
nanoparticulas dirigen los farmacos selectivamente hacia el lugar de accion. Esto
permite adaptar las propiedades farmacocinéticas de un medicamento a las
necesidades terapéuticas de una situacion fisiopatoldgica determinada (33). Las
nanoparticulas pueden utilizarse como forma de administracion de una gran

diversidad de farmacos, entre los que se incluyen farmacos hidrofilicos e

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =&  DE SANTA MARIA

hidrofobicos de pequefio tamafio, pero también vacunas y macromoléculas
bioldgicas (33, 34). Otra ventaja del uso de nanoparticulas actualmente es
posibilitar una liberacion controlada del farmaco (34).

De acuerdo a su composicion, las nanoparticulas se pueden dividir en dos
grandes grupos: nanoparticulas inorganicas y nanoparticulas organicas; los cuales

a su vez engloban una gran variedad de tipos.

3.1 Nanoparticulas inorganicas

Dentro de este grupo podemos encontrar algunos de los sistemas de
nanoparticulas inorganicos que estan formados por metales y materiales inertes,
como son las nanoparticulas de silice, oro, plata, 6xido de hierro, quantum dots

(QD), nanotubos de carbono, entre otros (35, 36).

3.2 Nanoparticulas orgénicas

Son aquellas estructuras que estan constituidas por compuestos de tipo
orgdnico y que representan algunos de los vehiculos para farmacos maés

estudiados. En este grupo encontramos:

e Liposomas: Son pequefias vesiculas esféricas formados por una bicapa
lipidica que permiten la encapsulacion de farmacos hidrofilicos en el
compartimento acuoso interno o farmacos hidrofébicos en la membrana
lipidica. A pesar de estar ampliamente estudiados, una de sus principales
desventajas es la debilidad mecanica de su membrana, asi como la oxidacion

que pueden sufrir los lipidos de la membrana liposomal (37).

e Micelas: Son agregados coloidales de moleculas ambifilicas. Las micelas
estan formadas por una parte interna hidrofobica y una externa hidrofilica. Es
la parte hidrofébica que permite la internalizacion de farmacos de caracter
apolar para su vehiculizacion (38). Una desventaja es que una vez producidas
no se pueden agregar compuestos que optimicen su especificidad y

selectividad.
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e Nanoparticulas poliméricas: Las nanoparticulas poliméricas tienen una
arquitectura conformada por polimeros de preferencia biocompatibles y no
toxicos. El desarrollo de nanoparticulas se ha convertido en un area de
investigacion importante en el campo de la administracion de farmacos, ya
que tienen la capacidad de suministrar una amplia gama de compuestos para
las diferentes vias de administracién por periodos de tiempo sostenido. Los
polimeros naturales (proteinas o polisacaridos) no han sido ampliamente
utilizados para este fin, ya que varian en pureza, y a menudo requieren
entrecruzamientos para aumentar la estabilidad fisica del sistema, lo que
podria desvirtuar la encapsulacion de farmacos. En consecuencia, los
polimeros sintéticos han recibido mayor atencion en este ambito. Los mas
utilizados son acido poli lactico (PLA) donde en la figura 8 (Pag.17) se
muestra su monomero, acido poliglicélico (PGA) cuyo mondémero se muestra
en la figura 9 (Pag 18), y sus copolimeros, acido poli (lactico co-gligolico)
(PLGA) del cual su mondémero se muestra en la figura 10 (Pag. 19) . Ademas,
estos polimeros son conocidos por su biocompatibilidad y por la posibilidad
de manipular la tasa de degradacion y, en consecuencia, la velocidad de
liberacién de farmacos, por aumento de hidrofobicidad o un aumento de
hidrofilicidad de las nanoparticulas. Entre 1980 y 1990 varios nanosistemas
de administracién de farmacos fueron desarrollados para optimizar la eficacia

de los farmacos y reducir al minimo los efectos secundarios (39).

Las nanoparticulas poliméricas han mostrado mayor estabilidad y capacidad
de liberar el farmaco de forma controlada frente a otro tipo de nanoparticulas
(40).

Dentro de las nanoparticulas poliméricas podemos distinguir dos grandes
grupos como se puede apreciar en la Figura 4. Por un lado, estan las
nanoesferas, que estan compuestas por una mezcla de polimero y farmaco.
Por otro, las nanocéapsulas, que estan formadas por un ndcleo (s6lido o
liquido) donde se encuentra el farmaco y una cubierta polimérica que lo
recubre (41).
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Nanoesfera

Nanocapsula

FIGURA 4: Representacion esquematica de nanoesferas y nanocapsulas (42).

Por lo tanto, los componentes mas importantes en la formulacion de las
nanoparticulas poliméricas son los polimeros. Un polimero puede definirse como
una macromolécula que se forma por la unién de moléculas mas pequefas,
Ilamadas mondmeros, a través de enlaces covalentes (43). Debido a la gran
diversidad de polimeros que existe, se pueden clasificar segin su origen:

4.  Polimeros de origen natural

El uso de polimeros de origen natural sigue siendo muy grande a pesar de
los avances realizados en el desarrollo de polimeros biodegradables de origen
sintético. La ventaja de los polimeros de origen natural es que tienden a ser mas
biocompatibles, se obtienen facilmente y no son tan costosos. La mayor parte de
éstos pueden ser utilizados en la formulacion de particulas en forma de discos,
esferas, peliculas y cépsulas. Adicionalmente se pueden unir covalentemente a
medicamentos. Los polimeros de origen natural pueden variar en su pureza y
caracteristicas dependiendo de la fuente de procedencia (microbiana, vegetal o
animal) (44). A continuacion, se presenta una breve descripcion de algunos de los

diferentes polimeros naturales:
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4.1 Quitosan

Es un polimero no toxico, biodegradable y biocompatible que proviene de
la hidrolisis de la quitina (Figura 5), la cual a su vez es un polisacarido natural
presente en el exoesqueleto de algunos crustaceos, insectos y en la pared celular
de algunos hongos. Debido a su solubilidad (soluciones acuosas a pH acido), el
quitosan adopta diferentes formas como fibras, peliculas, capsulas, entre otros. Se
utiliza en formulaciones para liberacién de farmacos. Tiene la propiedad de
adherirse a las superficies cargadas negativamente, tales como membranas o
mucosas (44, 45).

Quitosano

FIGURA 5: Estructura del Quitosan (46).

4.2 Alginato de sodio

Es un polisacarido obtenido principalmente a partir de algas y algunas
bacterias. Tiene estructura lineal y esta compuesto principalmente por acido
manurénico y acido glucurénico unido por enlaces a y B (1-4) (Figura 6). Es un
polimero de tipo aniénico e hidrofilico. Puede encapsular compuestos activos que
sean inestables en solventes organicos (proteinas y péptidos) y forma geles
reversibles que pueden ser inestables en la presencia de iones monovalentes

presentes en el suero fisioldgico (44).
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Estructura del alginato de sodio

FIGURA 6: Estructura del Alginato de Sodio (47).

4.3 Gelatina

Se obtiene por hidrolisis acida o basica del colageno, proteina de triple
hélice con un alto contenido de glicina, prolina e hidroxiprolina (Figura 7). Sus
propiedades cambian de acuerdo con el método para extraccion y purificacion. Se
puede entrecruzar con glutaraldehido para incrementar su estabilidad, pero se ha
encontrado que disminuye la velocidad de liberacion del farmaco y genera

respuesta inmune (48, 49).

GELATINA

FIGURA 7: Estructura de la Gelatina (50).

5. Polimeros de origen sintético

La gran mayoria de los polimeros sintéticos de aplicacion médica son
fabricados a partir de monOmeros de origen natural para facilitar su
biodegradabilidad. Su ventaja, frente a los naturales radica en que se puede

controlar su sintesis y, con ésta, sus propiedades y pesos moleculares, asi son
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empleados en nuevos desarrollos de tratamientos y sistemas de diagnostico de

enfermedades (48).

A continuacion, se realiza una breve descripcion de los polimeros sintéticos

mas empleados en la fabricacion de nanoparticulas:

5.1 Acido polilactico (PLA)

Es un polimero termoplastico, amorfo y semicristalino, ampliamente
estudiado en sistemas de liberacion de farmacos, para la fabricacion de suturas
biodegradables y en ingenieria de tejidos como soporte reabsorbible. Es un
polimero aprobado por la Food and Drug Administration (FDA) para uso humano.
Su biodegradacion es ideal desde el punto de vista toxicologico, ya que se degrada
por hidrolisis que puede ser acelerada in vivo por un grupo de enzimas (cutinasa),
que lo transforman en acido lactico el cual es incorporado en el metabolismo a
través de procesos fisioldgicos a nivel celular (48, 51).

FIGURA 8: Estructura de Acido Polilactico (52).

5.2 Acido poliglicélico (PGA)

Es un poliéster lineal y alifético, degradable por hidrdlisis y empleado para
suturas absorbibles y como material de fijacion dsea (clavos 6seos). Se degrada
dentro del organismo en sustancias no toxicas asimilables siguiendo la ruta de los
acidos tricarboxilicos. Por accién de enzimas llamadas esterasas se degrada de

manera mas rapida in vivo que in vitro (48).
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FIGURA 9: Estructura de Acido Poliglicélico (53).

5.3 Copolimero del acido lactico y glicolico (PLGA)

Tipicamente, el PLGA se produce mediante una copolimerizacion
catalizada de apertura de anillo de LA y GA (54). El PGA es un polimero
hidrofilico cristalino con baja solubilidad en agua y alta velocidad de degradacion
en condiciones fisioldgicas. Por el contrario, el PLA es un polimero rigido e
hidréfobo con baja resistencia mecénica. Como copolimero de ambos, PLGA
hereda las propiedades intrinsecas de sus mondémeros constitucionales donde el
contenido polimérico, basado en la relacion LA/GA y peso molecular, afecta
fuertemente su tasa de degradacion. Asi podemos encontrar en proporciones
PLGA (LA/GA 50/50), PLGA (LA/GA 65/35), PLGA (LA/GA 75/25) y PLGA
(LA/GA 85/15); en donde la proporcion PLGA (LA/GA 50/50) tiene el tiempo
mas corto de descomposicion (1 mes) y el PLGA (LA/GA 85/15) el mas largo (6
meses) (55). Por ejemplo, con un aumento en la relacion LA / GA, aumenta la
hidrofobia global de PLGA, lo que conduce a una menor degradacion y, por lo
tanto, a una tasa de liberacion de farmaco mas lenta (56). A pesar del mayor
potencial de carga de farmacos de las formulaciones de mayor tamafio, lograr un
rango menor de tamafio nanométrico, es esencialmente importante para la
capacidad de los nanoparticulas de superar las barreras bioldgicas y llegar al
blanco terapéutico. En este contexto, un estudio sefialdé el impacto del peso
molecular de cuatro copolimeros de PLGA (LA/GA 50/50) con diferentes pesos
moleculares de 14.5, 45.0, 85.0 y 213.0 kDa en la degradacion polimérica y la
velocidad de liberacién (57). Con el aumento de peso molecular, la degradacién
de nanoparticulas de PLGA, asi como la liberacion de farmaco disminuyeron con
una liberacion de carga (til en condiciones fisioldgicas el dia 18 de 95, 66, 50 y

23 %, respectivamente (57).
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Asi también la velocidad de degradacion puede cambiar de acuerdo con el
tipo y composicion del polimero, si se le ha adicionado algin grupo, el peso
molecular del polimero y la geometria del sistema de liberacién. Adicionalmente
la FDA aprobd su uso en humanos. Se ha empleado en la liberacion de esteroides,
anticancerigenos, proteinas, péptidos, antibioticos, anestésicos y vacunas (48, 58).

El PLGA es uno de los copolimeros biodegradables mejor caracterizados
que se descompone en productos no téxicos (H20 y CO») que se eliminan del
cuerpo. El PLGA se degrada in vivo a través de la hidrolisis de los enlaces éster a
sus aniones monomeéricos (lactato y glicolato). Mientras que el d- lactato no se
metaboliza antes de la excrecion, el I- lactato se convierte en COg, que se excreta
a través de los pulmones y se convierte en piruvato, que ingresa al ciclo de
Krebs. El glicolato, por otro lado, se excreta directamente a través del sistema
renal o se puede oxidar a glioxilato, que luego se convierte en glicina, serina y
piruvato. Este ultimo puede ingresar nuevamente al ciclo de Krebs y se metaboliza
en CO2 y H20 (59).

FIGURA 10: Estructura del Copolimero del &cido lactico y glicélico (60).

5.4 Policaprolactona (PCL)

Es un polimero semicristalino que se produce por polimerizacién por
apertura de anillo de la e-caprolactona. Es un material biocompatible y se emplea
como sutura biodegradable. Se degrada por hidrolisis a una velocidad que depende
del tamafio, forma y aditivos empleados. La degradacion se da por una ruptura de
cadenas, de manera que se reduce el peso molecular y posteriormente las cadenas
son transportadas fuera del sitio de implantacion por parte de los fluidos
fisioldgicos o por fagocitosis. La presencia de enzimas como la lipasa pancreatica,

proteasas y amilasas acelera el proceso de degradacion (48, 61).
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FIGURA 11: Estructura de la Policaprolactona (62).

5.5 Polietilénglicol (PEG)

El PEG es soluble en agua, es biodegradable, biocompatible y no téxico.
Estas propiedades le confieren un uso en la Industria Farmacéutica, es asi que
sirven para funcionalizar matrices poliméricas particularmente los polimeros de
PLA y PLGA que, al unirse de manera covalente a estos, no permite que se
adsorban proteinas plasmaticas, evitando asi la respuesta inmune en el organismo.
Adicionalmente aumenta el caracter hidrofilico del material. Su nombre
generalmente aparece asociado a un numero que hace referencia al peso molecular

del polimero (63).

FIGURA 12: Estructura del Polietilénglicol (64).

6.  Métodos de elaboracion de nanoparticulas poliméricas

Existen numerosos métodos para la sintesis de nanoparticulas que permiten
la encapsulacion de moléculas hidréfobas e hidrofilas. Los métodos de sintesis
mas utilizados para la elaboracion de nanoparticulas poliméricas se detallan a

continuacion.
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6.1. Método de emulsion y evaporacion de solventes

Empleado principalmente para capturar compuestos activos hidrofdbicos.
El polimero y el compuesto activo se disuelven en un solvente organico volatil
inmiscible en agua, como el diclorometano o el etil acetato. La fase organica es
emulsificada en agua, mediante una agitacion intensa, utilizando un
homogenizador, por microfluidizacion o por ultrasonido. En algunas ocasiones se
emplea la presencia de un agente surfactante, alcohol polivinilico (PVA), para
estabilizar la emulsion. El solvente organico se evapora (algunas veces a presiones
reducidas, dependiendo de lo labil del farmaco) causando que el polimero
insoluble en agua forme nanoparticulas con el farmaco incluido y éstas se
recuperan posteriormente por centrifugacion o se resuspenden en agua y
finalmente se liofilizan para su almacenamiento. La principal desventaja de los
métodos por emulsién radica en que algunos de los solventes empleados son
relativamente téxicos y que los altos esfuerzos cortantes a los que se ven
sometidas las nanoparticulas, por los efectos de la agitacion, pueden llegar a
degradar el compuesto activo, particularmente si se trata de una proteina (65, 66).

6.2. Método de precipitacion

En este método el polimero y el farmaco son disueltos en un solvente que
sea miscible en agua (acetona o tetrahidrofurano). Posteriormente se forma una
emulsion agregando un gel acuoso que contenga un agente que provoque la
precipitacion del polimero y un estabilizante de coloides (PVA,
polivinilpirrolidona (PVP) o hidroxietilcelulosa). Esta mezcla se agita
mecanicamente y la emulsion agua en aceite se diluye en suficiente agua para
permitir la migracion de la acetona a la fase acuosa, induciéndose la formacion de
nanoparticulas del polimero. Estas se purifican posteriormente por filtracién. Este
proceso es empleado solamente para farmacos hidrofébicos (65).

6.3. Método por aspersion

Es una técnica sencilla, en la que las particulas son formadas por

atomizaciéon de una emulsién y puestas en contacto con una corriente de aire
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caliente. Esta técnica no emplea condiciones extremas, y es facilmente escalable.
Empleado con mayor frecuencia para la fabricacién de microparticulas, ya que se
requiere una aspersion muy fina para lograr nanoparticulas (67).

6.4. Meétodo de electrospray

El principio de funcionamiento de esta técnica es el paso de corriente a una
solucién polimérica, forzandola a salir en forma de nanoparticulas. El equipo esta
compuesto por una bomba conectada a una fuente de alto voltaje. Un colector de
metal colocado en el extremo opuesto que hace las funciones de polo a tierra. El
flujo y el voltaje aplicado se optimizan de acuerdo a la solucion que se vaya a
trabajar. Las principales ventajas de este método es que las condiciones de
operacion son facilmente controlables con alta capacidad de captura siendo esta
técnica reproducible (68). Como desventaja el proceso emplea una fuente eléctrica
con alto voltaje, se opera con flujos bajos, lo que genera rendimientos bajos y en
algunos casos cuando los farmacos son muy labiles, pueden ser desnaturalizados
(69).

6.5. Método de desplazamiento de solventes o nanoprecipitacion

El polimero y el compuesto activo se disuelven en un solvente organico
miscible en agua (acetona). La fase organica se transfiere de manera lenta a la fase
acuosa que contiene un surfactante (PVA o poloxamer 188 por ejemplo), alli se
forma una emulsion aceite en agua por agitacion suave, de manera que la acetona
migra hacia la fase acuosa y las nanoparticulas se forman por precipitacion del
polimero y el compuesto activo. El solvente organico se retira por evaporacion y
la fase acuosa se concentra a presion reducida, las nanoparticulas son
centrifugadas o dializadas para remover el exceso de surfactante y compuesto
activo que no haya sido encapsulado (70).

Este método es un proceso sencillo de un solo paso con alta reproducibilidad y se
aplicd inicialmente para farmacos hidr6fobos. Sus ventajas son la escalabilidad y
el bajo requerimiento de energia donde las propiedades de nanoparticulas
poliméricas dependen del contenido de polimero y peso molecular, la naturaleza

de los solventes y las proporciones acompafadas de la velocidad de mezcla (71).
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7. Caracterizacion de las nanoparticulas

Dentro de las pruebas para la caracterizacion de nanoparticulas, las mas

comunes son las siguientes:

7.1 Tamafio de particula

La propiedad fisica méas importante de una formulacién de nanoparticulas,
es el tamafio de particula porque evidencia si efectivamente el tamafio de esta se
encuentra en escala nanométrica. Los instrumentos de la gama Zetasizer son
utilizados para medir el tamafio de particulas desde menos de un nandémetro hasta

varios micrones mediante la técnica de dispersion dinamica de luz (DLS).

La dispersion dinamica de luz (DDL o DLS, por sus siglas en inglés de
"Dynamic Light Scattering™) (Figura 5), espectroscopia de correlacién de fotones
PCS (Photon Correlation Spectroscopy) o dispersion QELS (Quasi Elastic Light
scattering) es una técnica fisico-quimica empleada para la determinacion de
tamafos de particulas en suspension, o macromoléculas en solucion tales como
proteinas o polimeros (72). La luz laser al alcanzar las numerosas particulas en
una suspension, se dispersa en todas las direcciones posibles. Si se separa en una
direccion, los haces de luz dispersados por distintas particulas interfieren entre si
y se obtiene una intensidad de dispersion determinada. Como consecuencia del
movimiento browniano las posiciones relativas de las particulas varian
constantemente entre si, por lo que también provoca cambios en las condiciones
de interferenciay en la propia intensidad de dispersion. Si las particulas se mueven
rapidamente (particulas pequefias), también se acelera la variacion de la
intensidad de dispersion. Por el contrario, las particulas lentas (particulas grandes)
Ilevan a variaciones més lentas. Por norma general, en la dispersién dindmica de

luz la suspension de la muestra permanece en reposo (73).
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FIGURA 13: Representacion esquematica de la técnica DLS (73).

7.2 Indice de polidispersidad (PDI)

El indice de polidispersién es un parametro que mide el grado de dispersion
de sistemas polidispersos, es decir que tan amplio es el rango de tamafios. Este es
calculado a partir de DLS utilizando un método llamado “cumulantes” con el que
se obtiene la distribucién de ancho de curva. Matematicamente, el PDI podria ser
cualquier nimero positivo, pero generalmente solo se reporta hasta un valor de 1.
Los valores alrededor de 0.1 pueden considerarse buenos para una dispersién
monomodal. Los valores mas altos significan que la distribucion es amplia, o que

la distribucion del tamafio de particula es multimodal (74).

7.3 Potencial zeta

El potencial zeta es una medida de la magnitud de la repulsién o atraccion
electrostatica (o de carga) entre las nanoparticulas. Los datos de potencial zeta se
recopilan determinando la movilidad electroforética y luego aplicando la ecuacion
de Henry. La movilidad electroforética se obtiene realizando un experimento de
electroforesis en la muestra y midiendo la velocidad de las particulas utilizando
la velocimetria laser Doppler (LDV), en donde la luz dispersada en un angulo de
17° se combina con el haz de referencia. Esto produce una sefial de intensidad
fluctuante donde la tasa de fluctuacion es proporcional a la velocidad de las
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particulas. Se utiliza un procesador de sefiales digitales para extraer las
frecuencias caracteristicas en la luz dispersada. EI cambio de fase puede utilizarse
para determinar la movilidad electroforética. Su medicion aporta informacion
detallada de la dispersién, agregacion o floculacién esta informacion se puede
aplicar para mejorar la formulacién de dispersiones, emulsiones y suspensiones
(74). Adicionalmente, es importante conocer esta medida ya que se relaciona con
la estabilidad del sistema. En la literatura se menciona que valores mayores a +30
mV se relacionan con una mayor estabilidad. En la Figura 6 se esquematiza el
modelo de la doble capa eléctrica, la cual sirve para entender la medida del
potencial zeta. Cuando una particula esta cargada, alrededor de esta se forma una
capa de contra iones la cual es compacta, denominada como capa de Stern. Luego,
los iones del medio se acomodan en torno a la capa de Stern por medio de
interacciones de largo alcance, la cual se denomina como capa de deslizamiento
(75).

—> ' Electrical double

| layer
Slipping plane

Particle with negative
surface charge

Stern layer Diffuse layer
-100

Surface potential
Stern potential

mY

Zeta potential

Distance from particle surface

Figura 14: Modelo de la doble capa eléctrica (75).

7.4 Porcentaje de encapsulacion de farmaco

La encapsulacion ha sido definida como la confinacion de farmacos en una

matriz polimérica que crea un sistema capaz de controlar las interacciones entre
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el interior y el exterior (76). La técnica ampliamente utilizada para la
determinacidon del porcentaje de encapsulacion en nanoparticulas poliméricas es
la Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC) que permite conocer la
cantidad de farmaco encapsulado efectivamente en la formulacién. HPLC es una
técnica utilizada para separar los componentes de una mezcla basandose en
diferentes tipos de interacciones quimicas entre los compuestos analizados y la
columna cromatografica (fase estacionaria). Dependiendo de la naturaleza,
estructura quimica y peso molecular de los analitos, el equipo permitira
informacion cualitativa y cuantitativa con respecto a los componentes
individuales de la muestra en estudio. Los sistemas de HPLC se pueden dividir en
dos partes diferentes: Una parte es para la separacion y la otra parte para la
deteccion, que incluye uno o mas detectores y un dispositivo de salida de sefial. La
parte de la HPLC responsable de la separacion consiste en un dispositivo de
inyeccion , una columna y el sistema de administracion de fase movil (77).

El proceso de preparacion de la muestra requiere de extraccion de un analito
de una matriz compleja, concentracién de analitos muy diluidos, eliminacién de
posibles interferentes o transformacion del analito en una forma que pueda ser
facilmente detectable dependiendo del tipo de muestra (78). Dentro de los
métodos de preparacion de la muestra estan: extraccion solido - sélido que
consiste en una operacion bésica o unitaria mediante la cual se separan uno o
varios constituyentes solubles contenidos en un solido inerte mediante la
utilizacion de un disolvente adecuado; la extraccion liquido - liquido que es la
particién de los componentes de una mezcla entre dos liquidos inmiscibles de
diferente densidad; la filtracion esta técnica consiste en verter la mezcla sélido -
liquido que se quiere tratar sobre un filtro que permita el paso del liquido pero que
retenga las particulas sdélidas; la extraccién acelerada con disolventes donde
muestra sélida se coloca en un recipiente que se sella. Se llena con disolvente y
se calienta a temperatura mayor que el punto de ebullicion del disolvente
provocando un gran aumento de la presion en la celda y la extraccion en fase
solida es una técnica de extraccion que se basa en la retencidn sobre un adsorbente
solido de los compuestos deseados disueltos en una muestra liquida. La adicion
de un eluyente permite eliminar los componentes de la matriz que interfieren, para
después eluir y concentrar los analitos de interés. La extraccién en fase sélida

sustituye a la extraccion liquido-liquido clésica (79).
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7.5 Cinética de liberacién del farmaco

La liberacion se define comoel paso del farmaco desde la forma
farmacéutica que lo contiene hasta el lugar donde se va a absorber. Es decir, el
objetivo de los sistemas de liberacion es suministrar una cantidad terapéutica del
farmaco al sitio apropiado del organismo con la que alcance rapidamente la
concentracion de farmaco y luego sea mantenida. Existen sistemas de liberacion
controlada (sostenida, retardada, en el receptor blanco terapéutico o sitio
especifico) y sistemas de liberacion modificada (diferida, acelerada o prolongada)
(80). Se han desarrollado nuevos sistemas de administracion de farmacos, como
los liposomas nanoparticulas, microparticulas, que se usan como sistemas de
liberacién de drogas a los que se realizan estudios de cinética de liberacion (81).
Los estudios cinéticos son llevados a cabo con el objetivo de conocer el perfil de
liberacion del farmaco en un entorno controlado frente a un medio receptor. El
estudio puede durar desde dias a semanas 0 meses dependiendo de la formulacién
desarrollada. Es deseable que la liberacion sea constante en el tiempo para
entregar una dosis uniforme y controlada. En la realidad, gran parte de los
sistemas de nanoparticulas poseen cinéticas de doble comportamiento (bifasicas)
gue en un principio se acompafian de un efecto “burst” o liberacion rapida del
farmaco que se encuentra en la parte mas externa de la particula, para luego dar
paso a una cinética mas lenta y controlada que puede mantenerse dias, semanas o
meses, Y que es gobernada principalmente por mecanismos de difusion y erosion.
Se debe considerar parametros como el pH fisioldgico, temperatura corporal y
condiciones sink (el volumen final debe ser por lo menos 5-10 veces la solubilidad

méaxima del fa&rmaco en el volumen total) (82).

Una ventaja de utilizar nanoparticulas poliméricas como vehiculo del
farmaco, es que puede presentar una liberacion controlada del farmaco en el
organismo, extendiendo su permanencia y efecto farmacoldgico por mas tiempo.
Este concepto recibe el nombre de sistemas de liberacion controlada de farmacos.
Por lo tanto, a continuacion, se definen los diferentes tipos de sistemas de

liberacion controlada:
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Estas formas de liberacion modificada atendiendo a su objetivo, es decir, si
pretenden controlar la velocidad de liberacion se pueden clasificar en formas
farmacéuticas de liberacion retardada, prolongada, sostenida y pulsatil (83).

J Formas de liberacion retardada: Son aquellas en las que la liberacion del
principio activo se retrasa, ya que se libera en un momento distinto al de la
administracion, pero sin prolongar el efecto terapéutico (84).

o Formas de liberacion prolongada: Son aquellas en las que el principio activo
se libera inicialmente en proporcion suficiente para producir efecto
terapéutico y posteriormente lo hace de forma mas lenta, manteniendo la
concentracion eficaz, con lo que se consigue alargar el efecto terapéutico
(84).

o Formas de liberacion sostenida en las que el principio activo se libera a una
velocidad constante, para evitar las fluctuaciones de los niveles plasmaticos
de principio activo (84).

o Formas de liberacién pulsatil en las que la liberacion se produce en distintas
fases. De este modo, se puede hacer coincidir la liberacion de algunos
principios activos con momentos del dia donde interese tener una

concentracion plasmatica eficaz del farmaco (85).

7.6 Potencial de hidrogeno (pH)

Es la medida del coeficiente que indica el grado de acidez o basicidad de la
formulacién de nanoparticulas poliméricas. Para medir el potencial de hidrégeno
(pH) es necesario contar con un transductor adecuado que pueda ser capaz de
ofrecer una sefial eléctrica como un nivel de voltaje a partir de la sefial fisica que
se desea medir, como lo es el pH, y uno de estos transductores es el electrodo de
vidrio. Los electrodos de vidrio (Figura 15) son “instrumentos de lectura directa”,
que brindan el valor de pH de la disolucion donde se introduce el electrodo de
vidrio en una escala con unidades de pH, la cual se gradta con valores de pH de

referencia, suministrados por disoluciones tampdn estandar (86, 87).

Es preciso mencionar que Wu y colaboradores (88) reportaron que la
velocidad de degradacion del PLGA incrementa en medios &cidos (pH=5)
utilizando al PLGA (LA/GA 50/50) y se vuelve mas lenta a pH alcalinos
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(pH=9.24) o neutros (88). Por otro lado, Makino report6 que para el Poli (L-

lactido) presenta una mayor degradacion a pH con tendencias alcalinas (89).

Asi podemos concluir que ambos medios (alcalino y acido) aceleran la
degradacién del polimero. Destacando que para el caso del PLA se acelera en

medios basicos mientras que para el PLGA en medios acidos.

Cable coaxial

Orificio de llenado

Corrector eléctrico

Elemento de
referencia
(Ag/AgCl) i Electrolito de

referencia (KCl, pH=7)

Elemento
interno

Electrolito
interno(KCl, pH=7)

Diafragma

Membrana

FIGURA 15: Electrodo de membrana de vidrio (86).

Desde el punto de vista de la nanomedicina la tendencia es obtener sistemas
inteligentes, cargados con el farmaco, que respondan a estimulos del ambiente y
puedan liberar el farmaco en el lugar, el tiempo y a la velocidad deseada. La
formulacién de nanoparticulas se presenta en consistencia liquida lo que limita su
administracion en tratamientos de patologias. Motivo por el cual en los ultimos
afios los hidrogeles son ampliamente estudiados para solucionar estas deficiencias
y brindar a las nanoparticulas una forma farmacéutica eficiente. Los hidrogeles
presentan buena interaccién con los tejidos vivos, ya que por un lado muestran
buenas propiedades de biocompatibilidad, debido principalmente a su
consistencia blanda, eléstica y contenido de agua (90). Por otro lado, son
materiales inertes por lo que las células y proteinas no tienden a pegarse a su
superficie (91). Y, ademas, su caracteristica de hinchamiento en medio liquido les

aporta la propiedad de absorber, retener y liberar bajo condiciones controladas.
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8.  Hidrogeles Poliméricos

Un hidrogel es una red tridimensional conformada por cadenas flexibles de
polimeros que absorben cantidades considerables de agua. Estos polimeros se
caracterizan por ser hidréfilos, blandos, elasticos e insolubles en agua y ademas
se hinchan en presencia de ella, aumentando apreciablemente su volumen
mientras mantienen la forma hasta alcanzar el equilibrio fisico quimico (92).
Adicionalmente, pueden tener gran resistencia mecanica segun el método con el
que se obtengan. Su conformacion tridimensional ocurre en soluciones acuosas
concentradas cuando el polimero inicial es capaz de gelificar con la consecuente
formacion de redes espaciales no covalentes. El caracter hidrofilo se debe a la
presencia de grupos funcionales hidréfilos como son: hidroxilo (OH), carboxilo
(COOH) y amida (CONH) (93).

Los hidrogeles presentan largas cadenas lineales de polimeros que se
entrecruzan quimica o fisicamente para formar una red tridimensional. En el caso
de los geles quimicos, empleando monémeros bifuncionales en pequefia cantidad,
se consigue el entrecruzamiento de las cadenas (Figura 8), mientras que en los
geles fisicos este entrecruzamiento es debido a interacciones secundarias no

covalentes (94).

Gel Quimico

Monémero @

Entrecruzante @

FIGURA 16 : Estructura de un gel polimérico (94).

Por su capacidad de hincharse y su habilidad para atrapar y ceder farmacos
desde la red que forman, los hidrogeles han sido ampliamente utilizados en el
disefio de sistemas de liberacion controlada de farmacos. En este sentido presentan
tres ventajas fundamentales: biocompatibilidad, permeabilidad y posibilidad de
controlar la cinética de hinchamiento (95). Su elevado contenido en agua da lugar
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a una buena compatibilidad, su naturaleza suave y gomosa reduce la irritacion
mecanica y su elevada hidrofilia minimiza la tension interfacial. Su permeabilidad
a farmacos o a otros solutos puede ser ajustada facilmente modificando el
mondmero, el grado de entrecruzamiento o las condiciones de sintesis (96). En
conclusion, el conocimiento de su cinética de hinchamiento nos permite entender
la liberacion de las sustancias terapéuticas de una manera controlada.

En la formulacién de geles se reconocen polimeros como el quitosan que se
revisé anteriormente en este estudio, y la hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) un
éter de la celulosa que posee grupos metilo e hidroxipropilo en su estructura, asi
mismo la Real Farmacopea Espafiola define a la hidroxipropilmetilcelulosa, como
una celulosa parcialmente O-metilada y O-(2-hidroxipropilada), con caracter
higroscdpico. Las soluciones de estos polimeros de carbohidratos han revelado la
reversibilidad del gel con la temperatura ademés de sus propiedades de
hinchabilidad y gelificacion térmica, HPMC son ampliamente usados en la
formulaciéon de geles. La HPMC se emplea como aglutinante de granulados
(granulacion humeda y seca (2 -5 % m/m) y como agente de recubrimiento (2-20
% m/m). Asimismo, se usa como agente estabilizador (viscosante) de
suspensiones y emulsiones. También se utiliza para evitar la coalescencia y la
formacion de sedimentos, ya que actua como protector de coloides. Otras

aplicaciones incluyen su empleo en la fabricacion de la cubierta de la capsula (97).

9.  Caracterizacion de geles

9.1. Medicion de la viscosidad de geles

Viscosidad es la propiedad que tienen los fluidos de ofrecer resistencia al
movimiento relativo de sus moléculas y es un pardmetro de los fluidos que tiene
importancia en sus diversas aplicaciones industriales. La viscosidad de las
sustancias puras varia de forma importante con la temperatura y en menor grado
con la presion. La facilidad con que un liquido se escurre es una pauta de su
viscosidad. La viscosidad es constante y depende de la temperatura y presion. Los

liquidos que cumplen con esta relacion proporcional se denominan liquidos
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Newtonianos mientras que los liquidos que no son fluidos se denominan no-
Newtonianos (98).

En el Sistema Internacional se mide en Pascales segundo, pero la unidad
mas utilizada es el centipoise (cP), equivalente a 1 mPa s. El viscosimetro de
Ostwald que se observa en la Figura 17 es un aparato relativamente simple para
medir viscosidad, “h”, de fluidos Newtonianos. En un experimento tipico se
registra el tiempo de flujo “t”, de un volumen dado V (entre las marcas ay b) a

través de un tubo capilar de longitud L bajo la influencia de la gravedad (98).

R g
Fi=p v

Ft: fuerza tangencial

w: viscosidad dinamica

s: superficie

v: velocidad de una placa respecto a otra
y: espesor de la lamina liquida

Tubo capilar
- radio: I

FIGURA 17: Viscosimetro de Ostwald (98).

Para esclarecer como esta clasificado un gel polimérico de quitosan y
HPMC podemos comparar sus valores de viscosidad con los obtenidos de un

Polimero similar como lo es la Carboximetilcelulosa al 2 %.
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Tabla 2. Rangos de viscosidad para una solucion acuosa de
Carboximetilcelulosa al 2 % a temperatura ambiente.

CARBOXIMETILCELULOSA VISCOSIDAD
Sal Sédica (sol. 2% a 20 °C)(cP)
BAJA 25-50
MEDIA 400-800
ALTA 1500-3500

9.2. Potencial de hidrogeno (pH)

Es la medida del coeficiente que indica el grado de acidez o basicidad de la
formulacion del gel. Se obtienen lecturas de pH utilizando como instrumento de

lectura el electro combinado de vidrio (Figura 15).

Los diferentes rangos de pH del medio pueden afectar a la capacidad
adhesiva del polimero (desplazando su equilibrio idnico), su grado de hidratacion
y la densidad de carga electrostatica de la superficie de la mucosa. La presencia
de medios acidos o alcalinos fuertes supondré un desafio a la hora de disefiar la

formulacion (99).
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CAPITULO II

MATERIALES Y METODOS
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1. MATERIALES

1.1. MATERIAL DE VIDRIO

o Frascos de laboratorio Boeco Germany (1000 mL, 500 mL y 250 mL)
o Baldn de concentracion, para equipo rotavapor, Pyrex (250 mL)

o  Tubos de ensayo

o  Probetas (250 mL y25 mL)

o  Vasos de precipitados (500 mL, 400 mL, 250 mL, 50 mL)

o  Viales de vidrio

o  Bagueta

1.2. MATERIAL DE LABORATORIO

o  Columna para HPLC (LiChrospher® 100 RP-18)

o  Micropipetas (100 puL y 1000 puL)

o Parafilm M 4 pulgadas

o  Barra magnética

o  Cassettes para dialisis, Slide-A-Lyzer® G2, 10K MWCO. Volumen 3 mL
(Orange).

o  Tips

o  Tubos de microcentrifuga.

o  Jeringasde 20 mL,10 mL,5mL y 1 mL

o Membranas de Nylon 0.22 um

o  Filtro de jeringa Nylon 13 mm 0.45 pm

o  Guantes de nitrilo

o  Celda desechable de poliestireno

o  Celda capilar plegada desechable de poliestireno

1.3. EQUIPOS DE LABORATORIO

o Rotavapor, marca Buchi Rotavapor R-114.

o  Analizador de Particulas, marca Zetasizer Nano S90 by Malvern

o  Cromatografo Liquido de Alta Resolucion, marca Hitachi Lachrom Elite®
HPLC
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o Potenciémetro, marca inoLab® pH/ION 7320

o Balanza analitica, marca Sartorius Entris 2241 1S

o  Agitador magnético, marca Nanbie MYP11-2

o  Bafio Maria con ultrasonido, marca Branson; modelo CPX952318R

o  Sistemas de agua ultra pura, marca Simplicity® System, modelo Simplicity
uv.

o  Vortex West Tune XH-D

o  Bafio Seco MK 200-1 J&G SC

o Incubadora Equipo Novatech E160

o Refrigeradora Samsung RT35K5730SL/ZS

o Hornilla eléctrica KRHUNER MGI 220-240 V 50 Hz 1500 W

o Microcentrifuga de alta velocidad refrigerada SCIENCE MED

1.4. REACTIVOS

o Enrofloxacina HPLC (Sigma Aldrich, Lote 117M4856V).

o  Ciprofloxacino HPLC (Sigma Aldrich, Lote 127M4065V).

o  PLGA RG 502H (Sigma Aldrich, Lote BCBV7981).

o Poli vinil alcohol (Sigma Aldrich, Lote SLBT7470).

o Hidroxipropilmetilcelulosa (Sigma Aldrich, Lote MKCB1715V)
o  Acido Léactico (Sigma Aldrich, Lote MKCD2387).

o  Quitosan (Sigma Aldrich, Lote STBH2613).

o Acido orto-fosférico 85 % Emsure® ACS, 1SO, Reag. Ph Eur
o  Trietilamina Sigma Aldrich

o Metanol grado HPL.C LiChrosolv® Reag. Ph Eur.

o  Fosfato di basico de sodio J.T. Baker

o  Cloruro de potasio Emsure ® ACS, 1SO, Reag. Ph Eur

o Fosfato monobésico de potasio Emsure® ACS, 1SO, Reag.

o  Cloruro de sodio Emsure® ACS, ISO, Reag.

o Etanol 96 %.

o  Agua ultra pura
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2. METODOS

2.1. Formulacion de nanoparticulas cargadas con enrofloxacina

La composicion de una formulacion de nanoparticulas poliméricas influye
significativamente en sus propiedades fisico-quimicas y aunque ésta puede ser
muy variada, estudios recientes sugieren el uso del PLGA como base de dichas
nanoparticulas. Esto debido a que el PLGA es biodegradable, biocompatible y no
toxico. Asi, por ejemplo, se ha propuesto nanoparticulas a base de PLGA como
sistema de entrega de doxorrubicina y dexametasona (100), o asociado a un
estabilizador de superficie como el PVA, puede constituir un sistema de entrega

de gentamicina de aplicacién local (101).

Considerando los estudios previos, la presente investigacion estudio el
PLGA como base de las nanoparticulas, a diferentes ratios polimero-farmaco, 3:1,
5:1y 8:1. Asimismo, para determinar la concentracion a la cual el enrofloxacina
sea efectivo a partir de una forma de liberacion prolongada que cumpla con la
terapia antibidtica de 5 a 7 dias se propuso concentraciones calculadas en base a
dosis terapéuticas del enrofloxacina en animales (5 mg/kg cada 24 horas) (102).
Asi, las distintas formulaciones de nanoparticulas con distintas concentraciones

de un mismo componente, se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Formulaciones de nanoparticulas poliméricas cargadas de
Enrofloxacina (n = 3)

NPs Enrofloxacina PLGA PVA RATIO
(PLGA:ENR)
Formulacion 1 25.0 mg 210.0 mg 110.0 mg 8:1
Formulacion 2 25.0 mg 210.0 mg 300.0 mg 8:1
Formulacion 3 25.0 mg 210.0 mg 600.0 mg 8:1
Formulacion 4 40.0 mg 210.0 mg 100.0 mg 5:1
Formulacion 5 40.0 mg 210.0 mg 300.0 mg 5:1
Formulacion 6 40.0 mg 210.0 mg 600.0 mg 5:1
Formulacion 7 70.0 mg 210.0 mg 110.0 mg 31
Formulacion 8 70.0 mg 210.0 mg 300.0 mg 3:1
Formulacion 9 70.0 mg 210.0mg  600.0 mg 31
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Para todas las formulaciones que se muestran en la tabla 3 las nanoparticulas
fueron obtenidas siguiendo el método de nanoprecipitacion (103) como a
continuacion se detalla. Se peso las cantidades de enrofloxacina y PLGA para ser
disueltas en 8 mL de acetona, se homogenizo por agitacion magnética a 500 rpm
durante 10 minutos a 25 °C; se cubrio el beaker con parafilm para evitar la pérdida
del solvente. A esta fase se agregd una solucion acuosa formada por un agente
estabilizante, alcohol polivinilo (PVA) que inicialmente se disolvio en 24 mL de
agua ultrapura para obtener la concentracion de PVA. Posteriormente, la mezcla
se homogeniz6 durante 5 minutos utilizando un agitador magnético a 700 rpm. Se
vertié la mezcla final en un balén de 200 mL, a partir del cual se evaporo el
solvente organico utilizando un equipo rotaevaporador a una temperatura de 40
°C, una presion de 120 mbar y a una velocidad de agitacién 50 rpm/minuto,
durante 12 minutos. Se dividio el volumen en tubos Eppendorf; y se centrifugo a
15.000 rpm a 4 °C durante 10 minutos, y este volumen de nanoparticulas se lavo
con agua ultra pura dos veces. El volumen blanquecino obtenido se almacené en

refrigeracion a una temperatura de 4 °C.

2.2. Formulacién del gel mucoadhesivo

En el presente trabajo se opté por utilizar la formulacion de un gel
mucoadhesivo, como la forma farmacéutica que permitira administrar por via
topica y de manera exitosa las nanoparticulas poliméricas al organismo. Los
componentes propuestos para la formulacion del gel mucoadhesivo presentan
propiedades que favorecen la interaccion del principio activo con el lugar de
administracion. Asi el &cido lactico, mantiene la formulacién en un pH fisiolégico,
similar al del sitio de accion (104). El gel mucoadhesivo prolonga también el
proceso de liberacion del farmaco debido a la propiedad mucoadhesiva que le
brinda el quitosan a la formulacion, si la forma farmacéutica tiene una buena
capacidad de adhesion al lugar de administracion, entonces esto le permitira a las
nanoparticulas tener una liberacién del principio activo mas eficiente y sostenida
en el tiempo (105). Por Gltimo, la hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) actda en la
formulacién como emulsificante, viscosante y estabilizante. Actualmente el gel

de quitosan y HPMC es ampliamente utilizado en la industria farmacéutica (105).
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El gel debe ser lo suficientemente fluido como para administrar
correctamente la formulacion, evitando asi pérdida de producto, respetando la
dosis indicada, y que permanezca en la superficie de aplicacion a un pH
fisiologico. Entonces para poder encontrar la viscosidad correcta del gel se realizo
diversas formulaciones con concentraciones al 1 %; 2 %y 3 % como lo sugieren
estudios anteriores (106, 107).

Tabla 4. Formulaciones de gel de nanoparticulas poliméricas cargadas de

Enrofloxacina (n = 3).

Para 40 g de formulacion

Componente
Formulacion 1 %  Formulacion 2%  Formulacion 3 %
3 200 pL 400 pL 600 pL
Acido lactico . . H
) ) ) ) 400.0 mg 800.0 mg 1200.0 mg
Hidroxipropilmetilcelulosa
400.0 mg 800.0 mg 1200.0 mg

Quitosan

Se trabajé tres concentraciones de HPMC y quitosan con respecto al
volumen de nanoparticulas final obtenidas (Tabla 4). Se agregd el &cido lactico a
las nanoparticulas en suspension con agitacion magnética a 600 rpm y a 25 °C; el
pH alcanzo la acidez. Después se adiciond el quitosan y se incremento la agitacion
a 1000 rpm. Por ultimo, dependiendo de la viscosidad de la preparacion se
adiciond lentamente el HPMC en pequefias cantidades y se mezclé con la ayuda
de agitacion magnética.

2.3. Caracterizacion de las nanoparticulas cargadas de enrofloxacina

La caracterizacion de las nanoparticulas esta dirigida a la determinacion de
valores y parametros fisicoquimicos que tienen relevancia en la formulacion final.

A continuacion, se describen los distintos ensayos que se realizaron:
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2.3.1. Tamafio de particula e indice de polidispersidad (PDI)

El tamafio de particula y el indice de polidispersidad (PDI) de las
nanoparticulas cargadas con enrofloxacina en suspension y en gel, se determino
mediante dispersion dindmica de la luz, utilizando un analizador de particulas
Zetasizer NanoZS90® a 25 °C a un angulo de 90°. Las muestras de nanoparticulas
en suspension se diluyeron en agua ultrapura en proporcién de 1/100 y las
muestras de nanoparticulas en gel se diluyeron igualmente en agua ultrapura en
proporcion 1/1000, debido a la mayor viscosidad. Ambas concentraciones se
ajustan al rango de concentracion que se puede analizar en el equipo (1x10°2 %
p/v al % p/v) (108). La formulacion diluida de nanoparticulas fue colocada en
una celda desechable de poliestireno, posteriormente fue introducida al equipo
para su analisis. Se realiz6 12 lecturas de 10 segundos por cada muestra y cada

una por triplicado.

2.3.2.Potencial zeta

El potencial zeta se midié utilizando un analizador de particulas Zetasizer
NanoZS90®. Las muestras de nanoparticulas en suspension se diluyeron en una
proporcion de 1/100 con agua ultrapura y las muestras de nanoparticulas en gel se
diluyeron en una proporcion 1/1000 con agua ultrapura. Las mediciones se
realizaron en una celda capilar plegada desechable de poliestireno a 25 °C. Las
muestras introducidas en el equipo se equilibraron 2 minutos antes del analisis. Se

realizaron 13 lecturas por cada muestra y cada una por triplicado.
2.3.3.pH de las nanoparticulas

El pH de las nanoparticulas cargadas con el farmaco, tanto en suspension
como en el gel, se midi6 utilizando un potenciometro digital marca inoLab®
pH/ION 7320 a 25 °C. Se colocé las muestras de en un beaker, se introdujo el

electrodo y se dio un tiempo para que el equipo se estabilice y de un valor de pH.
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2.4. Caracterizacion de nanoparticulas poliméricas cargadas de

enrofloxacina en gel mucoadhesivo.

2.4.1. Tamafio particula e indice de polidispersidad (PDI)

El tamafo de particula e indice de polidispersidad (PDI) del gel
mucoadhesivo fue determinado mediante dispersion dinamica de la luz, utilizando
un analizador de particulas Zetasizer nanoZS90®, la muestra se diluyo con agua
ultra pura en relacion de 1/1000 (108). Esta dilucion se hizo porque la formulacion
tiene una mayor viscosidad y tomando las consideraciones del equipo donde la
concentracion maxima que se pueden analizar en el equipo es (1x10°% p/va 1l %
p/v) (108).

Las mediciones se realizaron a 25°C, con un angulo de 90°. Se realizé 12

lecturas de 10 segundos por cada muestra y cada una por triplicado.

2.4.2.Potencial zeta

El potencial zeta del gel mucoadhesivo se midié utilizando un analizador de
particulas Zetasizer nanoZS90®. Las muestras del gel se diluyeron en una
proporcion de 1/1000 con agua ultrapura antes del analisis. Las mediciones se
realizaron en una celda capilar plegada desechable de poliestireno a 25 °C. Las
muestras introducidas en el equipo se equilibraron 2 minutos antes del analisis. Se

realizaron 13 lecturas de 10 segundos por cada muestra.

2.4.3.pH del gel mucoadhesivo

El pH del gel mucoadhesivo que contiene nanoparticulas cargadas con
enrofloxacina fue determinado utilizando el equipo medidor de pH digital marca
inoLab® pH/ION 7320 a 25 °C. El gel se colocé en un beaker, después se
introdujo el electrodo del equipo en el beaker, se esper6 un momento a que el

equipo se estabilice y muestre el resultado.
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2.4.4.Viscosidad de nanoparticulas en gel mucoadhesivo

Este ensayo se realizd en el laboratorio de investigacion y servicios
(LABINSERYV) de la Universidad Nacional San Agustin. Para la realizacion de
este ensayo es necesario que el instrumento esté limpio y seco. La viscosidad del
gel mucoadhesivo se determind por medio del Viscosimetro de Ostwald. Las
condiciones en las que se realiza el ensayo son de 25 °C. Primero se evalud la
viscosidad del agua, se dejo caer agua por la parte inferior de laampolla de llenado
y se cronometro el tiempo que tardo en pasar entre los niveles A y B, marcados
en el instrumento (Figura 17; Pag. 32). Se repitio esta operacion tres veces y se
calcula el valor medio de los tiempos. A continuacion, se procede de la misma
manera con el gel mucoadhesivo cuya viscosidad se desea conocer, se realizo las
tres lecturas y se obtuvo el valor medio de los tiempos para el gel. Una vez
obtenidos los tiempos se calcula la viscosidad del gel utilizando la ecuacion de la
viscosidad dindmica (109) (Pag. 32).

2.5. Porcentaje de eficiencia de encapsulacion de enrofloxacina

La formulacion de nanoparticulas tiene una concentracion teérica de 40 mg
de enrofloxacina en un volumen de 20 mL (Tabla 2). Para obtener con certeza la
concentracion se procede a cuantificar y establecer los miligramos de
enrofloxacina en la formulacion. En este sentido, se utilizo el método
estandarizado de la USP 40 por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
(HPLC) (110). Este proceso comprende:

Preparacion de la fase movil: Se elabord un sistema tampén de acido
fosférico 20 mM ajustado a pH 3.0 con trietilamina y acetonitrilo (87:13 v/v). La

solucién se filtré con una membrana de Nylon 0.45 pm.

Preparacién de la curva de calibracion: Para la preparacién de la curva
de calibracion se partié de una solucion stock 1 (10 mg de Enrofloxacinay 10 mL
de fase mavil con sonicacion por 15 minutos a 50 °C) y solucién stock 2 (10 mg
de Ciprofloxacino y 10 mL fase mévil con sonicacion por 15 minutos a 50 °C). A
partir de la solucion stock de enrofloxacina, se prepar6 estandares a distintas

concentraciones para construir la curva de calibracion (0.5, 1, 5, 10, 25 y 50
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png/mL). A cada estandar se agrego una concentracion constante de ciprofloxacino
(10 pg/mL) como estandar interno, para corregir la pérdida de analito durante la
preparacion de la muestra. Cada uno de los estandares se filtr6 con una membrana

de Nylon de 0.22 um y se colocd en viales de HPLC.

Preparacion de la muestra: Se tom6 un volumen de 10 pL de
nanoparticulas en suspension y se coloco en un tubo Eppendorf, a este Gltimo se
le agreg6 890 pL de acetona y 100 pL de ciprofloxacino previamente disuelto en
fase mdvil en una concentracién de 100 pg/mL llegando a obtener una
concentracion final de ciprofloxacino de 10 pg/mL. Se calent6 a 40 °C para
conseguir la evaporacion completa de los solventes organicos. Finalizado este
paso, las muestras fueron reconstituidas con 1 mL de fase movil, se colocd en un
vortex por 30 segundos, se sometio a ultrasonido y se filtr6 a través de membranas
de 0.22 pm.

Sistema cromatografico: El sistema de HPLC (ELITE LaChrom, VMR
HITACHI) cuenta con una bomba (L-2130), un detector de diodos (L-2450), un
inyector automatico (L-2200) y un horno de columna (L-2350). Los andlisis de
enrofloxacina se procesaron siguiendo la monografia USP 40 (110). La fase
estacionaria fue una columna RP-18 de fase inversa (LiChrospher® 100 RP-18).
La fase movil se hizo circular a través de la columna a un flujo de 1.5 mL/minuto,

y se analizaron 20 puL de muestras durante 7 minutosa 40 ° C y a 274 nm.

La eficiencia de encapsulacion (EE (%) se calculd mediante la siguiente

ecuacion:

EE (%) = (CC*VOL / D*W) x 100

Ecuacion 1: Eficiencia de encapsulacion(111).

CC = Concentracion de enrofloxacina hallada experimentalmente
VOL = Volumen final de las nanoparticulas
D = Dilucion de la muestra

W = Peso de Enrofloxacina
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2.6. Cinética de liberacién in vitro

La liberacion del principio activo en el sitio de accion es fundamental ya
que conlleva a tener tiempos de latencia menos prolongados y una especificidad
mayor para la obtencion del efecto terapéutico del farmaco. Por lo tanto, es
indispensable conocer los tiempos en los que se va liberando el farmaco con el fin
de demostrar que puede ser utilizado como un sistema de liberacion prolongado.
Los ensayos de liberacidn in vitro requieren de condiciones que asemejen a las del
organismo. El paso del farmaco desde la matriz polimérica hacia su sitio de accion
(liberacion) se dara por transporte difusivo, debido al gradiente de concentracion
que existe entre el interior y el exterior de la nanoparticula que permite al
compuesto migrar de manera rapida, ya que al ser un compuesto de bajo peso
molecular y tamafio pequefio viaja a través de los poros del interior de la particula.
Dichos poros, pueden llegar a medir entre 9.6 y 24.7 nanémetros (112). Lo
anterior, se ve ratificado al ajustar diferentes modelos cinéticos y encontrar que en
estudios anteriores se determind que la liberacion del compuesto activo es por
difusion (113, 114), el tamafio de las nanoparticulas favorece el paso del principio
activo a través de la membrana bacteriana (115); y en el caso de los ensayos in
vitro, la liberacion se daré desde el interior de un cassette de didlisis hacia un
medio externo de tampon PBS.

El volumen del medio se calculé siguiendo lo establecido por las
condiciones Sink. Estas condiciones establecen que, al tener una concentracion en
un medio mucho menor a la concentracion del farmaco a saturacion, despreciamos
la concentracién que hay en el medio. Por lo tanto, es necesario determinar la
concentracion de enrofloxacina a la cual se consigue una solucién saturada en un
volumen de PBS (116).

Primero se disolvio una pequefia cantidad conocida de enrofloxacina en un
determinado volumen de PBS, a este volumen se le fue afadiendo cada vez
mayores cantidades de enrofloxacina hasta conseguir una solucion saturada. Con
el resultado de este ensayo podemos calcular el volumen de PBS necesario para

el ensayo de liberacion in vitro (116).

El volumen de PBS que se utilizd en los ensayos de cinética de liberacion

es de 5 a 10 veces mayor al requerido para preparar una solucion saturada. Se
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colocé un volumen de formulacion (enrofloxacina libre, nanoparticulas en
suspension y nanoparticulas en gel mucoadhesivo) dentro de un cassette de dialisis
Slide-A-Lyzer (Thermo Scientific) como especifica las instrucciones del
fabricante. Luego, el cassette de dialisis se coloco en un beaker con PBS a pH de
7.4 en agitacion continua de 200 rpm y a 37°C. Se tom6 1000 pL de muestra en
los siguientes intervalos de tiempo 0, 0.08, 0.16, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0,
6.0, 10.0, 12, 24.0, 34.0, 36.0, 48.0, 58.0, 60.0, 72.0, 96.0, 120.0, 140.0, 168.0,
192.0, 216.0 y 240.0 horas, y se agreg6 el mismo volumen de tampdn de dialisis
después de cada muestreo. El objetivo de estos tiempos de muestreo es determinar
el momento exacto en el que se libera la mayor concentracion del farmaco desde
el cassette de dialisis hacia el medio PBS. Las muestras obtenidas se
homogenizaron durante 10 minutos y se diluyeron en fase mavil (1:2 v/v) para
analizarlas por HPLC (117).
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1.  Eleccion de los componentes en la formulacion

La versatilidad de las nanoparticulas poliméricas para incorporar en su
estructura a diversos farmacos, convierte a la nanotecnologia en un campo
prometedor para el desarrollo de sistemas de liberacion controlada de farmacos.
Son especialmente atractivos para patologias de dificil tratamiento como puede
ser el cancer, ya que con la aplicacion de estos nanosistemas inteligentes se
consigue aumentar la eficacia terapéutica, y reducir los efectos secundarios de la
medicacion. El futuro de estos nanotransportadores pasa por una mayor
investigacion en la ciencia de materiales, para conseguir disefios mas eficaces, y
en las bases fisiopatoldgicas de las enfermedades, para abordar mas eficazmente
la zona afectada (118).

Existen dos formas de enrofloxacina, la sal y la forma de base. La sal es
soluble en agua y se usa en forma inyectable, como Baytril (119), mientras que la
forma de la base es muy poco soluble en agua. La forma de base de la
enrofloxacina, fue seleccionada por su lipofilicidad y buena afinidad con la
formulacion y las membranas bacterianas en casos de infecciones. También tiene
la caracteristica de lograr concentraciones tisulares e intracelulares muy
superiores logrando combatir concentraciones antimicrobianas en varios tejidos,
de 8 a 10 veces superiores a la concentracion minima inhibitoria (CIM)
obteniendo una tasa de sobrevivencia bacteriana casi nula lo que la convierte en

un tratamiento efectivo y aleja la posibilidad de generar resistencia (120).

El PLGA es un polimero biocompatible, que es ampliamente soluble en
solventes organicos como por ejemplo el acetato de etilo, cloroformo,
tetrahidrofurano y acetona he insoluble en soluciones acuosas (121). Es un
material empleado en sistemas de liberacién de medicamentos ya que se degrada
en menos tiempo que el PLA, y dichos tiempos varian dependiendo si se le ha
adicionado algun grupo funcional, la geometria del sistema de liberacion, el peso

molecular del polimero y la proporcion entre el acido lactico y glicélico (122).

Adicionalmente la FDA aprob6 su uso en humanos. Se ha empleado en
diferentes estudios en la liberacién de esteroides, anticancerigenos, proteinas,
péptidos, antibidticos, anestésicos y vacunas. Se degrada fisiologicamente por
medio de sus enlaces éster en sus respectivos monomeros (123, 124).

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

TESIS UCSM

CATOLICA '
DE SANTA MARIA

En el presente trabajo, se evalué el impacto que tienen los diferentes

componentes en la formulacion de nanoparticulas poliméricas realizando ensayos

a distintas concentraciones de cada componente (tabla 3), con los resultados

obtenidos se determina su inclusién o exclusién de la formulacion final. Los

resultados que se muestran en la siguiente tabla corresponden a los ensayos para

determinar la concentracion de los componentes de la formulacién de

nanoparticulas poliméricas (Tabla 5).

Tabla 5. Resultados de los ensayos de las diferentes formulaciones de los

componentes de la formulacion de nanoparticulas poliméricas. (n=3)

NPs RATIO PVA  TAMARNO PDI POTENCIA %EE *
(PLGA: (mg) (nm) L Z (mV)
ENR)
Formulacion1  8:1 110.0 271.2+1.9 0.313+0.006 -26.1+1.2  90%=0.58
Formulacion2  8:1 300.0 242.0+1.4 0.156+0.002 -29.0£3.2  90%=0.58
Formulacion 3 8:1 600.0 532.6+1.8 1.485+0.014 -51.3+2.1 -
Formulacion4  5:1 110.0 268.7+1.0 0.298+0.008 -27.1£2.2 60%+0.58
Formulacion5  5:1 300.0 239.0£1.5 0.137+0.015 -30.7£0.8  61%+1.15
Formulacion6  5:1 600.0 602.3£0.7 1.359+0.009 -55.5£7.0 -
Formulacion7  3:1 110.0 264.3+1.3 0.341+0.022 -26.0+4.1  35%+0.58
Formulacion8  3:1 300.0 248.4+1.1 0.135+0.034 -30.8+2.3  34%=+0.58
Formulacion9  3:1 600.0 612.5+1.7 1.434+0.010 -42.3£3.5 -

(-) No se determind el porcentaje de eficiencia de encapsulacion porque la
muestra precipitay no cumple con las caracteristicas de muestra para el método.
Los valores se muestran como promedio + desviacion estandar.
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FIGURA 18. Tamafio de particula e indice de polidispersion de las
distintas formulaciones.

Los valores descritos en la tabla 5 muestran los resultados de los anélisis
realizados a las distintas formulaciones con concentraciones diferentes de cada
uno de los componentes establecidos en la metodologia descrita en la pagina 37.
Segun los datos obtenidos en el presente proyecto las formulaciones 1, 2, 4, 5, 7,
8 que no contienen exceso de PVA (110 mg y 300 mg) muestran tamafios de
particula similares y dentro del rango de 230 y 250 nm. (Figura 18). El intervalo
de tamafio de particula éptimo es de 200 a 400 nm, como se demuestra en un
estudio para elaborar nanoparticulas cargadas con enrofloxacina, con el método
de solvente-antisolvente, donde se aplicd sonocristalizacion para controlar el
tamafio de particula (125). El estudio obtuvo un tamafio de particula proximo a
270 nm. En el caso de las pruebas 3, 6 y 9 el tamafio de particula se ve
incrementado en un 128% en comparacion a las demas pruebas, esto se debe a
que en dichas formulaciones se utilizé un exceso de PVA (600 mg) (Figura 18),
este polimero tiene una relacién inversamente proporcional entre su concentracion
y el tamafio de particula del nanosistema. Sin embargo, una concentracion tan alta
de PVA como la utilizada en las pruebas 3,6 y 9 provoco la aglutinacion y

precipitacion del sistema. En un estudio destinado a elaborar nanoparticulas de
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Quercetina por el método de nanoprecipitacion, se obtuvo un tamafio de particula
de 235 nm (126). Este tamafio de particula puede deberse a que el PVA posee un
mondmero mas polar que otros polimeros, razén por la cual tiene la capacidad de
disolverse mas facil en medio acuoso. Claramente, cuando la fase organica, que
contiene PLGA y farmaco, entra en contacto con la fase acuosa, el polimero se
favorece mas, en términos de interacciones. Por ende, el desplazamiento del
solvente es més efectivo.

El indice de polidispersion (PDI), es una medida de la amplitud de la
distribucion del tamafio promedio de las particulas. Por lo tanto, cuanto menor sea
este valor, las particulas tendran una mayor tendencia a encontrarse en un rango
mas pequefio de distribucion de tamafio, las formulaciones 1, 2, 4, 5, 7y 8
cumplen con este requisito y se les puede clasificar como suspensiones
homogéneas, mientras que las pruebas 3, 6 y 9 estan fuera de este concepto (Figura
18).

Las formulaciones cuyo potencial Z fluctta entre - 30.0 y + 30.0 mV se
pueden clasificar como nanoparticulas en suspension estables (127). Esto le
confiere a la formulacion una méxima repulsion entre las particulas adyacentes y
conformar asi, una suspension satisfactoria que no se endurece y se mantiene aun
cuando esta almacenada. Un sistema de alta dispersion sedimentard muy
lentamente. Por lo tanto, las formulaciones 3, 6 y 9 son menos estables en
comparacion a las otras formulaciones, esto se debe a que la concentracion de
PVA es mayor en estos casos (Figura 18).

El porcentaje de eficiencia de encapsulacion (EE%) para las nanoparticulas
cargadas de enrofloxacina fue evaluado por HPLC. Los datos obtenidos de las
formulaciones ensayadas se dividen en tres grupos: el primer grupo esta
conformado por la prueba 1, 2 y 3. En las tres formulaciones la concentracion de
enrofloxacina es 25 mg, el porcentaje de encapsulacion en la formulacién 1y 2 es
de 90 %, no se ve alterado por la variacion en la concentracion de PVA mientras
que en la formulacion 3, no se realizo los ensayos de porcentaje de encapsulacion,
esto debido a que la muestra precipité y no cumple con las consideraciones para
ser analizada por HPLC, esto ocurre también en las pruebas 6 y 9. En un segundo
grupo encontramos a las formulaciones 4, 5 y 6 cuya concentracién de

Enrofloxacina es de 40 mg obteniendo un porcentaje de encapsulacion de 60 %
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en las formulaciones 4 y 5. El tercer grupo esta conformado por las formulaciones
7, 8y 9, este grupo fue formulado con una concentracion de 70 mg de
enrofloxacina y los resultados obtenidos en cuanto al porcentaje de encapsulacion

es de 35 %y 34 % para las formulaciones 7 y 8 respectivamente.

Asi concluimos que el porcentaje de encapsulacion se ve alterado
negativamente a medida que se somete a la formulacion a una mayor
concentracion de PVA. El PVA tiene una participacibn muy importante en la

forma y el tamafio de la nanoparticula(128).

Criterio de seleccion de la formulacion final: Se establece entonces como
criterios de evaluacion los valores de tamafio de particula, PDI y potencial z, que
resultaron de los ensayos realizados a las nueve formulaciones representadas en
la tabla 5 (Pag. 48). Estos, son determinantes al momento de seleccionar las
formulaciones con mejores caracteristicas. De los resultados obtenidos la
concentracion de farmaco encapsulado en la “formulacion 4” y la “formulacion
5” se obtuvo un porcentaje de encapsulacion superior al 60 % en las cuales se
empled 40 mg del farmaco. Las formulaciones 1y 2 encapsularon un porcentaje
mayor al 90 %, respecto a una concentracion de 25 mg de farmaco; el
inconveniente de estas formulaciones es que la concentracion de farmaco no
lograria un efecto farmacologico, salvo un incremento del volumen de
formulacion, el cual seria muy grande e implicarias problema de administracion.
Mientras que las formulaciones 7 y 8 obtuvieron un porcentaje de encapsulacion
muy bajo (34 %) para los fines del presente estudio. Se conoce que a mayor
concentracion de PLGA se obtiene también un mayor tamafio de particula (48).
Como se puede apreciar en la figura 18, hay una diferencia significativa en el
tamafio al cambiar la concentracién de PVA y el ratio (PLGA: ENR). También se
observa que la formulacion 5 y la formulacion 2 con respecto al tamafio de
particula no son significativamente diferentes, sin embargo para la eleccion de la
formulacidn se toma en consideracion la cantidad de enrofloxacina (25mg) en la
formulacién cuyo inconveniente es que lograria un efecto farmacologico con un

volumen de formulacion mayor.
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Basandonos en la cantidad que asegure un tratamiento antibiético (5 mg/kg
cada 24 horas) (102), en el tamafio de particula 200 a 400 nm, y el porcentaje de
eficiencia de encapsulacion superior a 60 %) ademas de un tratamiento estadistico
de los datos de ANOVA y DUNNET (Figura 21 y 22) para evidenciar diferencia

significativa, se decidio optimizar la formulacién 5 (Tabla 6).

Tabla 6. Formulacion final de las nanoparticulas poliméricas. (n=3)

NPs Enrofloxacina PLGA PVA RATIO
(PLGA:ENR)
40.0 mg 210.0 mg 300.0 mg 5:1
Formulacién 5 Tamafio PDI Potencial Z EE%
(nm) (mV)
239.0+4.2 0.137+0.005 -30.9+1.2 61+1.15

Los valores se muestran como promedio + desviacién estandar.

La Figura 19 muestra los resultados de normalidad de los residuales de los
datos que son las lecturas por triplicado del tamafio de particula de las 9
formulaciones trabajadas (ver Anexo N° 6), que es necesario para posteriormente
realizar el test de ANOVA.

Grafica de probabilidad de RESID1

Normal
99
Media 1.684249E-14
Desv.Est. 1160
95 N 27
90- AD 0498
Valor p 0.193

Porcentaje
w
(=]

RESID1

Figura 19. Prueba de Anderson-Darling (normalidad de datos). Ho: Los
residuales provienen de una poblacion con distribucion normal Ha: Los
residuales No provienen de una poblacion con distribucion normal. Decision:
Debido a que el p-valor (0.193) > alfa (0.05), no se rechaza Ho. Conclusion:
Los residuales provienen de una poblacién con distribucién normal.
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La Figura 20 muestra los resultados de homogeneidad de varianzas en
donde demostramos que las varianzas de las 9 formulaciones son homogéneas
entre si. Lo cual es necesario para ejecutar la prueba de ANOVA a los resultados

de tamafio de particula de las 9 formulaciones trabajadas (ver anexo N°6).

Estadistica
Método de prueba Valor p
Bartlett 2.51 0.961
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FIGURA 20. Prueba de varianzas iguales (Bartlett). Ho: Todas las varianzas
son iguales Ha: Al menos una de las varianzas es diferente. Decision: Debido a
que el p-valor (0.961) > alfa (0.05), No rechaza la Ho Conclusion: se concluye
que las varianzas entre las distintas formulaciones son homogéneas con 95% de
confianza.

La Figura 21 muestra los resultados de la prueba de ANOVA en donde se
compard las medias de las lecturas por triplicado del tamafio de particula de las 9
formulaciones de prueba trabajadas (ver anexo N°6), en donde se concluye que
las medias entre las distintas formulaciones son diferentes significativamente con

95% de confianza.
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Anadlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 8 655343 81917.8 42161.29 0.000
Error 18 35 1.9

Total 26 655378
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La desviacion estandar agrupada se utilizo para calcular los intervalos.

FIGURA 21. Analisis de varianzas (F-FISHER). Ho: Todas las medias son
iguales Ha: Al menos una de las medias es diferente Decision: Debido a que el
p-valor (0.000) < alfa (0.05), rechaza la Ho Conclusion: se concluye que las
medias entre las distintas formulaciones son diferentes significativamente con
95% de confianza.

En la Figura 22 se aprecia que en todas las formulaciones se encuentra una
diferencia significativa al ser comparada con la formulacion 5 (PLGA:ENR, 5:1)
que se presenta en la tabla 5 (Pag. 48). Lo que connota una diferencia del tamafio
en la formulacién 5 (linea punteada) con respecto a las demas formulaciones

trabajadas.
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Si un intervalo no cantiene cero, las media correspondiente es significativamente diferente de
la media de control.

FIGURA 22. Comparacion multiple de medias (DUNNETT). Control:
formulacién 5 Conclusién: se concluye que la media de la formulacién 2 no es
significativamente diferente con respecto a la media control (formulacion 5)
mientras que todas las otras medias entre las distintas formulaciones son
diferentes significativamente con 95% de confianza.

* Si un intervalo no contiene cero, las media correspondiente es
significativamente diferente con respecto a la media de control( formulacion 5)

Elaboracion de gel mucoadhesivo con nanoparticulas polimericas: Las
nanoparticulas se suspendieron en el gel mucoadhesivo formulado a base de dos
polimeros: quitosan y HPMC. EIl quitosan es un producto natural derivado de la
quitina desacetilada, el segundo polisacarido natural mas abundante. Este
polimero es conocido por su biocompatibilidad, sus propiedades mucoadhesivas
y su efecto antibacteriano. Otras propiedades bioldgicas han sido ampliamente
estudiadas en el quitosén, tanto in vitro como en modelos animales. Entre ellas
cabe mencionar las siguientes: baja toxicidad, capacidad para facilitar la absorcién
de macromoléculas bioldgicas a traves de barreras epiteliales por la apertura
transitoria de las uniones estrechas celulares. Para poder polimerizar el quitosan,
debe estar en medios acidos, con un pH mas bajo que su pKa de 6.3; por lo tanto,
en el presente estudio se usé acido lactico para protonar las extremidades de
quitosan. HPMC es un derivado de la celulosa, un polisacarido natural que se

encuentra en las paredes celulares de las plantas y presenta un gran atractivo
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debido a su biodisponibilidad, biodegradabilidad y buenas propiedades
mecanicas. De gran uso en la industria farmacéutica y alimentaria, este polimero
fue elegido por su biocompatibilidad y propiedades mucoadhesivas (97) y su

degradacion genera sustancias asimilables por el ser humano.

El &cido lactico, es un producto natural de la microbiota vaginal que se
produce principalmente en las células musculares y en los globulos rojos, el cido
lactico es un acido débil biocompatible (pKa = 3.86 a 20 °C) capaz de protonar
los polimeros de quitosan a la vez que proporciona un pH ligeramente &cido (entre
5.5 —6.5), compatible con el tracto uterino (96). EI Quimico farmacéutico, como
especialista del medicamento, puede contribuir en el perfeccionamiento del
disefio de las nanoparticulas estimulo-respuesta y en la investigacion de la base

bioldgica de las enfermedades.

1.1. Caracterizacion de las nanoparticulas cargadas de enrofloxacina en Gel

Mucoadhesivo

1.1.1. Tamafio de particula, indice de polidispersidad (PDI) y potencial zeta

Para mejorar la eficiencia de las nanoparticulas poliméricas cargadas con
enrofloxacina en la etapa de administracién, se utilizé un gel de quitosan con
propiedades mucoadhesivas. EI gel mucoadhesivo es la forma farmacéutica en la
que se administraran las nanoparticulas en suspensién. Se considera que la
propiedad fisica mas importante en este punto, es la viscosidad. La adicion de
nanoparticulas en suspension al gel mucoadhesivo no altera las caracteristicas de
tamafio de particula, PDI y potencial zeta de las nanoparticulas cargadas con
enrofloxacina, tal y como se muestra en la Tabla 8.

1.1.2.Viscosidad de las nanoparticulas en gel mucoadhesivo.

Se analizaron dos concentraciones de polimeros, quitosan 2 % / HPMC 100
cP 2 % y quitosan 1 % / HPMC 100 cP 1 % (Tabla 7). El gel debe ser lo
suficientemente fluido para administrar correctamente la formulacion, evitando

asi la pérdida de producto y respetando la dosis indicada.
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Tabla 7: Perfil de viscosidad de dos formulaciones gel sin particulas
cargadas de enrofloxacina

Formulacién de gel Viscosidad (cP)
Gel 1% 14417
Gel 2% 210.36

Las mediciones de viscosidad se realizaron por el método de OSTWALD.

Por lo tanto, los puntos de vista de tres expertos veterinarios fueron
necesarios para seleccionar la concentracion en la que la formulacion de gel

mucoadhesivo muestre una viscosidad correcta para ser administrada.

Es necesario determinar en qué porcentaje el polimero viscosante del gel
mucoadhesivo da lugar a una forma farmacéutica capaz de administrar y liberar
las nanoparticulas poliméricas de enrofloxacina. Para la evaluacion de las
formulaciones del gel al 1 %y 2 %, se solicitd el apoyo de un jurado conformado
por tres experimentados profesionales Médicos Veterinarios Zootecnistas,
catedraticos de la Facultad de Ciencias e Ingenierias Bioldgicas y Quimicas de la
Universidad Catolica de Santa Maria. El ensayo consistio en evaluar la fluidez de
cada una de las formulaciones de gel al ser cargados en una jeringa de 20 mL e
inyectados en un tubo capilar de un didmetro de 5.0 mm y una longitud de 50 cm.
El tubo capilar se utiliza para la aplicacion de formas farmacéuticas semisolidas
en tratamientos de endometritis subclinica en animales como los bovinos. La
formulacion del gel al 1 % fue cargada en la jeringa e inmediatamente inyectada
hacia el capilar, se pudo evidenciar que el gel fluye con un poco de esfuerzo por
el tubo capilar, pero no hubo interrupciones en la inyeccion del gel. La
formulacién del segundo gel al 2 % se carg6 en la jeringa de la misma forma que
la anterior y de inmediato se procedi6 a su inyeccion del gel hacia el tubo capilar,
se pudo observar una resistencia del formulado a deslizarse por el tubo, ademés
se tuvo que detener la inyeccion del gel en dos ocasiones debido a que se requeria
una mayor fuerza en la presion ejercida en la jeringa. Terminada la evaluacion,
el jurado concluy6 que la formulacion del gel mucoadhesivo al 1 % muestra
caracteristicas de fluidez y viscosidad superiores al gel 2 %. El gel al 1 % no
presenta dificultades al pasar por el sistema de administracion, garantizando la
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correcta aplicacion del gel mucoadhesivo en el tejido que se desea tratar por lo

que es elegido para el presente proyecto.

Tabla 8: Tamafo de particula y potencial zeta de la formulacién final de

nanoparticulas cargadas con enrofloxacina y en gel mucoadhesivo. (n=3)

Tamario PDI Potencial Zeta
(nm) (mV)
NPs 243.8+49 0.134 + 0.009 -290+17
NPs — GEL 1 % 241.3+6.9 0.129 £ 0.004 -300+1.1

NPs: Nanoparticulas poliméricas cargadas con Enrofloxacina, NPs - GEL 1 %:
nanoparticulas poliméricas cargadas con Enrofloxacina en gel mucoadhesivo.
Los valores se muestran como promedio + desviacion estandar.

El tamafio de las nanoparticulas en gel mucoadhesivo (NPs — GEL 1 %)
corresponde al rango de tamario particula que se obtuvo en anteriores ensayos en
concentraciones iguales a las utilizadas en esta formulacion. Se puede concluir
que el tamafio de las nanoparticulas poliméricas o PDI no se vio afectado cuando

se incorporo dentro del gel.

El potencial zeta de la solucion de nanoparticulas poliméricas en gel
mucoadhesivo no muestra que existan alteraciones en las propiedades de repulsion
entre las particulas adyacentes y conforman asi, una suspension satisfactoria de
nanoparticulas poliméricas inmersas en gel mucoadhesivo.

1.1.3.pH de las nanoparticulas en gel mucoadhesivo.

El pH de la formulacion de nanoparticulas en suspension tiene un valor
medio de 5.55+0.24 (n = 3), se considera ligeramente acido, y se debe analizar
para posteriores aplicaciones. Sin embargo, la adicion de las nanoparticulas
poliméricas al gel mucoadhesivo le confiere a la forma farmaceéutica un pH mas
cercano a la neutralidad y con mayor similitud al pH fisiol6gico, pH 6.00. Esto se
debe a la presencia del &cido lactico, un componente que se emplea en la
preparacion del gel mucoadhesivo. Un valor de pH cercano a la neutralidad resulta
desfavorable para las colonias bacterianas patogenas formadoras de biofilm,

puesto que en su mayoria estas bacterias se desarrollan en un medio acido (129).
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2. Porcentaje de eficiencia de encapsulacion de enrofloxacina en gel

mucoadhesivo

Las nanoparticulas poliméricas cargadas de enrofloxacina tienen una
eficiencia de encapsulacion de 61 % £1.15 (n = 3) mientras que las nanoparticulas
poliméricas en gel mucoadhesivo es de 60 % +1.52 (n=3) (Tabla 9).

Tabla 9: Eficiencia de encapsulacion de formulacion final de nanoparticulas
poliméricas cargadas con enrofloxacina y en gel mucoadhesivo. (n=3)

Formulacion Eficiencia de Encapsulacion (%)
NPs 61 % +1.15
NPs — GEL 1 % 60 % + 1.52

NPs: Nanoparticulas poliméricas cargadas con enrofloxacina, NPs - GEL 1 %:
nanoparticulas poliméricas cargadas con enrofloxacina en gel mucoadhesivo.
Los valores se muestran como promedio + desviacion estandar.

Los resultados de las nanoparticulas en suspension y de las nanoparticulas
en gel mucoadhesivo no muestran diferencia significativa en su porcentaje de
encapsulacion. Por lo que se pude concluir que los componentes del gel
mucoadhesivo no aumentan ni disminuyen la capacidad de identificacion y
cuantificacion del farmaco. Sin embargo, el gel mucoadhesivo podria brindar
propiedades que mejoran la eficiencia del farmaco al momento de su

administracion y liberacion.

3. Estudio de cinética de liberacion in vitro de la formulacion de nanoparticulas

El estudio de cinética de liberacién in vitro de enrofloxacina a partir de las
nanoparticulas en suspension y en gel mucoadhesivo durd 10 dias y se realizo en
una solucion de PBS a pH fisioldgico y a una temperatura de 37°C. Se utilizé una
solucion de enrofloxacina disuelto en PBS como control. Se evalu6 la
concentracion de enrofloxacina liberada a partir de las nanoparticulas en el medio
de didlisis a diferentes tiempos, 0.00, 0.08, 0.16, 0.25, 0.50, 0.75, 1.00, 1.50, 2.00,
3.00, 4.00, 6.00, 8.00, 10.00, 24.00, 30.00, 48.00 horas y una vez al dia hasta 10
dias después del inicio de la didlisis, y se afiadié el mismo volumen de tampdn de

diélisis después de cada muestreo (ver anexo 9).
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FIGURA 23: Perfiles de liberacién in vitro. Control (CONTROL), nanoparticulas
cargadas con enrofloxacina (NPs) y nanoparticulas cargadas con enrofloxacina
en gel mucoadhesivo 1 % (NPs-GEL 1 %). La liberacion de farmaco (%) se
estabiliza a las 240 horas, los datos después de este tiempo no se muestran (n =
3). (ver anexo N°8)

El enrofloxacina libre (curva roja, Figura 23) difunde rdpidamente a traves
de la membrana de diélisis, liberdndose asi 95 % de la concentracion inicial de
farmaco en el casete de dialisis, en las 6.0 primeras horas. Las nanoparticulas en
suspension (curva azul, Figura 23), mostraron una rapida liberacion de
enrofloxacina y alcanzaron un valor maximo del 95 % en 48 horas después de
iniciado el ensayo. Sin embargo, las nanoparticulas en gel mucoadhesivo, para la
cual se esperaba un perfil diferente por la red de polimeros que tendria que
incrementar el tiempo de liberacion, todo el farmaco se liberd en 48 horas después
de la induccion (curva verde, Figura 23). Asimismo, ambas formulaciones no se
comportan como formas de liberacion controlada para los fines de este estudio,
ya que el 95 % de la carga difundio a través de la membrana de dialisis entre 24 y
48 horas y no a lo largo de 7 dias. El perfil de liberacién del gel se puede explicar
por la desprotonacion de las extremidades de quitosan a un pH fisioldgico que
descompone los polimeros de manera reversible: por lo tanto, la enrofloxacina
puede difundir mejor en el tampdén de dialisis. También, es posible que la

agitacion constante fuera insuficiente y el gel contenido en el casete promueva la
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formacion de una crema, lo que lleva a la desestabilizacion de las nanoparticulas
y la liberacién de enrofloxacina. Dado que el farmaco tiene una baja solubilidad
en PBS (186 pg/mL), la molécula podria precipitar en cristales.

El presente estudio concluye que al utilizar nanoparticulas poliméricas
como sistema de liberacion modificada para enrofloxacina, se logra alcanzar la
concentracion maxima del farmaco liberado al medio, en un intervalo de tiempo
mucho mayor en comparacién al intervalo de tiempo que muestra el mismo

principio activo sin un sistema que modifique su liberacion.

El tiempo que toma alcanzar la concentracion maxima de farmaco liberado,
en un sistema de liberacién modificado para enrofloxacina, no se ve alterado con
la adicién de este mismo sistema al gel mucoadhesivo de quitosan, la finalidad de
incluir las nanoparticulas cargadas con enrofloxacina en gel mucoadhesivo es la
de brindar una forma farmacéutica al sistema de nanoparticulas en suspensién y
mejorar las propiedades fisicas del formulado final al momento de su

administracién en el sitio de accién.

Uno de los objetivos del empleo de nanoparticulas poliméricas como
dispositivos de entrega de medicamentos es optimizar su eficacia terapéutica. Se
ha demostrado que los sistemas nano estructurados son una alternativa en el
tratamiento de enfermedades infecciosas; por ejemplo, las nanoparticulas de
rifampicina en alginato mejoraron la eficacia del medicamento contra
Mycobacterium turberculosis, las nanoesferas de anfotericina en policaprolactona
contra Candida albicans disminuyeron la toxicidad in vivo de la anfotericina, y
las nanoparticulas de ciprofloxacino en poliacrilato ‘glicosilado’ contra S. aureus

mejoraron la biodisponibilidad de la ciprofloxacino (127).
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4. Conclusiones

e Primera: Se formul6 nanoparticulas poliméricas cargadas de enrofloxacina,
éstas fueron elaboradas por el método de nanoprecipitacion.

e Segunda: Se elaboraron diferentes formulaciones de nanoparticulas
poliméricas, de éstas se tomé la formulacién 5 la cual presenta una
composicion de enrofloxacina, PLGA (ratio 1:5) y PVA teniendo un tamafio
de 239.0 £ 4.2 nm, PDI de 0.137 + 0.005, potencial zeta -30.9 £ 1.2 mV y una
eficiencia de encapsulacion del 61 + 1.15 %. Ademas, se logro optimizar la
formulacion para fines aplicacion de dosis, bajo la forma farmacéutica de gel

mucoadhesivo (quitosan 1 %, HPMC y &cido lactico)

e Tercera: Se realizd el estudio de cinética de liberacion de disolucion in vitro
de la formulaciéon final de nanoparticulas poliméricas cargadas de
enrofloxacina en gel mucoadhesivo, obteniendo una liberacion del 95 % del
farmaco a las 48 horas en medio de PBS, a pH fisioldgico y a una temperatura
de 37 °C.
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Anexo N° 01

Preparacion de nanoparticulas de PLGA — PVA cargadas con Enrofloxacina

e Pesar 210 mg de PLGA (Resomer RG 502 H) y 40 mg de Enrofloxacina (ENR) en
un vaso de precipitados de 50 mL.
e Disolver 210 mg de PLGA y 40 mg de ENR en 8 mL de acetona agitandolo a
temperatura ambiente; cubrir el vaso con parafilm para evitar la pérdida de solvente.
e Preparar una solucion de PVA: 300 mg en 24 mL de agua ultrapura.
e Preparar una solucion acuosa que contenga:
- 25% (PVA/PLGA (w/w)) (a saber, 4.2 mL de solucion de PVA)
- Csp 24 mL de agua ultrapura (19.80 mL)

e Verter repentinamente la solucion acuosa en la mezcla PLGA / ENR / acetona bajo
agitacion por 5 minutos.

e Verter la mezcla en un balon de 200 mL (lavar con acetona dos veces y luego con
agua dos veces; lavar con acetona justo antes de verter la preparacion en su interior)

e Coloque el balén en el rotavapor (12 min, Rotacion 5, 40 °C con el sistema de
enfriamiento configurado a -4 ° C + bomba de vacio)

e Medir el volumen de nanoparticulas.

e Divide el volumen entre tubos Eppendorf.

e Centrifugar a 100 g 5 min 4 ° C para ver si los cristales ENR se han asentado.

e Centrifugar a 20000 g 10min 4 ° C.

e Sacar el sobrenadante y agruparlo a 4 ° C para dosis posteriores de ENR.

e Vuelva atomar el sedimento de NPs mediante pipeteo / vortice y sonicacion sucesiva
(5min méaximo) en un volumen igual de agua

e Repita los pasos de lavado 2 veces (agrupando el sobrenadante para dosis posteriores
de ENR)

e Medir el volumen final.

e Medir el tamafio y potencial zeta de las nanoparticulas.
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Anexo N° 02

Cuantificacion del porcentaje de encapsulacién por HPLC

Preparacion de fase movil

1. Fase movil:
Para 100 mL de solucién de Acido fosférico:

- Afadir 90 mL de agua ultra pura en un beaker.

- Afiadir 0.171 mL de Acido fosférico al 85%

- Ajustar el pH a 3.00 con trietilamina

- Enrazar a 100 mL (en probeta) con agua ultra pura.
- Filtrar con 0.45 um membrana de nylon.

FASE MOVIL: 13 volimenes de acetonitrilo con 87 volimenes de acido fosforico

2. Solucién de referencia:
a. Referencia 1 ENROFLOXACINO (Solucién Stock 1)

= Disolver una cantidad en mg de ENR en un volumen igual de Fase
movil (10 mg ENR + 10 mL de Fase movil).
= Sonicar la mezcla por 15 mina 50 ° C dos veces.

b. Referencia 2 CIPROFLOXACINO (Solucion Stock 2)
= Disolver una cantidad en mg de ENR en un volumen igual de Fase
movil (10 mg ENR + 10 mL de Fase movil).
= Sonicar la mezcla por 15 min a 50 * C dos veces.
= Hacer la solucion de CIP 100ug/mL: 0.2 mL Stock 2 + 1.8 mL Fase
movil.
3. Calibracion estandar:

Primero hacer las siguientes diluciones de Ref. 1 ENR (Solucion Stock 1):

e 100 ug/mL: 0.2 mL stock 1 +1.8 mL Fase movil.

e 50 ug/mL: 0.1 mL stock 1+ 1.9 mL Fase movil.

e 10 ug/mL: 0.2 mL de 100 ug/mL +1.8 mL Fase movil.
e 5ug/mL: 0.2 mL de 50 ug/mL +1.8 mL Fase mdvil.

Para la curva de calibracién: ENR+CIP
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= ENRS50pg/mL + CIP 10 pg/mL:

e 0.1mL +0.2mL +1.7 mL Fase movil
= ENR25pg/mL + CIP 10 pg/mL:
e 0.050mL +0.2mL +1.750 mL Fase
movil
» ENR10pg/mL + CIP 10 pg/mL:
e 0.2mL +0.2mL +1.6mL Fase
movil
= ENRS5ug/mL+CIP 10 pg/mL:
e 0.2mL +0.2mL +1.6 mL Fase
movil
» ENR1pg/mL + CIP 10 pg/mL:
e 0.2mL +0.2mL + 1.6 mL Fase
movil
= ENRO.5pg/mL +CIP 10 pg/mL.:
e 0.2mL +0.2mL +1.6 mL Fase
movil

Caracteristicas del sistema

e Columna: RP-18

e Flujo: 1.5 mL/min

e Temperatura: 40°C

e Deteccion en longitud de onda: 278 nm
¢ Volumen de inyeccién: 25 puL

o Ratio acetonitrilo/buffer: 13:87

Dosaje directo de muestras PLGA ENR, en HPLC:

1. Tomar 10 uL de la muestra en tubo y agregar 890 uL de Acetonay 100 uL de CIP
100 pg/mL.

Secarlo con aire o nitrégeno, hasta lograr la completa evaporacion de Acetona.
Reconstituirlo con 1 mL de Fase movil, luego vortex 30 segundos.

Sonicar durante 5 minutos.

Observar si hay completa reconstitucién, sino 30 segundos adicionales de vortex.
Filtrarlo con filtro 0.22, utilizar jeringa de 1 mL y colocar el volumen de 1 mL en
los viales previamente identificados.

o gk~ wb
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Anexo N°03

Protocolo de preparacion de nanoparticulas poliméricas en gel de quitosan al 1%y
HPMC 100 cp al 1%.

Componente Para40g Para 20 g

Quitosan 0.4 9 (1%) 0.29 (1%)
Acido Lactico 0.2 mL (200 0.1 mL (100
ulL) uL)
HPMC 100 0.4 g (1%) 0.2 9 (1%)

e Afadir 200 uL de acido lactico a las nanoparticulas poliméricas obtenidas y
agitar durante 5 minutos (precaucion: el pH se vuelve acido)

e Agregue poco a poco 0.4 g de quitosan (1%) y mézclelo (la velocidad se puede
modular durante el paso de agitacién)

e Dependiendo de la viscosidad de la preparacion.

Agregue lentamente 0.4 g de hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) 100 mPa /s
(1 %) y mezcle.

e Medirel pHy la viscosidad.
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Anexo N° 04
Protocolo de preparacion de buffer fosfato salino (PBS) pH 7.4

Concentracién Concentracion
(mmol/L) (g/L)

Sal

Fosfato de sodio di
bésico dihidratado 10 1.44
Fosfgtp de potasm di 18 024
~ basicoanhidro
 Cloruro de sodio | 137 8
Cloruro de potasio 2.7 0.2

e Enun vaso de precipitado de 1 litro, pondremos £800 mL de agua ultrapura.

e Vertemos las 4 sales en el vaso, introducimos una pastilla magnética y dejamos el
vaso en un agitador magnético hasta que las sales estén completamente disueltas.
Nota: Afiddanse de uno en uno y espere hasta que es bien disuelto antes de afiadir el
siguiente ingrediente.

e Comprobamos el pH; suele estar a 6.7, asi que lo ajustamos con NaOH 2M
(hidréxido sodico, sosa) hasta 7.4

e Verter la disolucion en una probeta y enrasar hasta 1 litro
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Anexo N° 05

Lecturas promedio de tamafio de particula e indice de polidispersién de las 9
formulaciones trabajadas.

: TAMA’NO DE 7
FORMULACION
oROMEDID () "POMEPIO

Formulacion 1 271.2 0.313
Formulacion 2 242.0 0.156
Formulacion 3 532.6 1.485
Formulacion 4 268.7 0.298
Formulacion 5 239.0 0.137
Formulacion 6 602.3 1.359
Formulacion 7 264.3 0.341
Formulacion 8 248.4 0.135
Formulacion 9 612.5 1.434

Fuente: Elaboracion propia

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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Anexo N° 06
Lecturas por triplicado del tamafio de particula tomadas del ZETASIZER

Formulacion 1 Formulacion2 Formulacion 3 Formulacion 4 Formulacion5 Formulacion6 Formulacion7 Formulacion 8 Formulacion 9

Lectura 1 (nm) 273.0 240.9 534.3 267.9 237.8 601.6 262.9 2477 610.9
Lectura 2 (nm) 269.3 2415 530.8 269.8 240.7 602.9 265.4 247.8 612.3
Lectura 3 (nm) 271.2 243.5 532.6 268.5 238.5 602.3 264.5 249.6 614.2
Promedio 271.2 242.0 532.6 268.7 239.0 602.3 264.3 248.4 612.5
Desviacion
, 1.9 14 18 1.0 15 0.7 13 11 17
estandar

Fuente: Elaboracion propia

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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Anexo N° 07

Lecturas por triplicado del porcentaje de encapsulacion calculada a partir de datos

de HPLC.
Formulacion 1 Formulacion2 Formulacion 3 Formulacion 4 Formulacion 5 Formulacion 6 Formulacion7 Formulacion 8 Formulacion 9

Lectura 1(%) 90 90 - 60 60 - 35 34
Lectura 2 (%) 89 90 - 60 60 - 35 34
Lectura 3 (%) 89 91 - 59 62 - 34 35

Promedio 89 90 - 60 61 - 35 34
DERUE ]

) 0.58 0.58 - 0.58 1.15 - 0.58 0.58
estandar

Fuente: Elaboracion propia

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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Anexo N° 08

Resultados de cinética de liberacion de la formulacién control, la formulacién de
nanoparticulas y nanoparticulas en gel.

PORCENTAJE PORCENTAIJE

DE DE
PROMEDIO

CONTROL

TIEMPO(h) LIBERACION LIBERACION
SIN GEL CON GEL
PROM (%) PROM (%)

0 0.00 0.00 0.00
0.08 1.3 5.7 7.5
0.17 3.3 6.7 10.0
0.25 4.0 7.7 18.5
0.50 6.3 10.7 25.5
0.75 8.3 15.7 32.0

1 11.0 20.0 52.0

27.7 41.7 66.5

3 43.0 58.7 83.5

4 54.0 63.0 83.5

6 66.7 69.3 95.0

10 74.7 76.3 87.5

12 77.0 79.0 85.0

24 85.7 87.7 88.5

34 90.0 92.0 87.0

36 91.3 93.7 86.0

48 95.3 96.0 86.0

58 94.3 95.3 85.0

60 93.7 94.7 83.0

72 92.3 93.3 81.5

96 91.7 92.7 82.0

120 91.0 92.0 86.5
144 90.0 91.7 87.0
168 89.7 91.3 86.5
192 90.0 92.0 80.5
216 90.7 91.3 78.5
240 89.0 92.0 80.0

Fuente: Elaboracion propia

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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Anexo N° 09

Curva de calibracién y pico de ciprofloxacino y enrofloxacina

Peak: ennfiGEcing — ESTD — 1: 276 nm, 4 nm

Amaunty )

o 20e+E 40=+D6 G0e+DS  S0eD5 10e=lT  12eelT  1de+lT  16e+l7 1Be+lT 2007  I2eedlT

enrofloxacino (1: 278 om, 4 nm)

Average RF: 2.33556e-006 RF 3tDewv: 7.B8B6337e-0DDB RF ¥RED: 3.36681
Scaling: Mone LEQ Welghting: Hone Force Through Zero: OFL
Replicate Mode: Replace

Fit Type: Linear

¥ = 2.317Ble-006x - 0.00751737

Gooaness of it (r*2): 0.999982
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Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




Anexo N° 09

Resultados de cinética de liberacion de la formulacion control, la formulacion de nanoparticulas sin gel y nanoparticulas en gel.

MUESTRA 01 SIN GEL
2.32E-06 000751737
00gh [ oorh [ 025h [ 050h 075h " N N " o o o "
(5min) (10min) (15min) | (30min) (45min)
Area1 23561 13188]  64588]  109337]  138868| 180361 305244  759569] 700077  993844| 1062790]  1034835] 1069460
Area2 25463 m027]  e5572]  106582]  150652]  181829] 400008  770212]  827953|  967545| 955987]  1030201] 1116824
Promedio u512|  431075|  65080] 1079505| 144760  181095] 308626| 764890.5| 768515| 9806045 1009389|  1037018] 1093142
c°”cer}”aLc'°” 0.04929679| 0.092397625| 0.1433257| 0.24271224 0.328008806| 0.41222643| 0.916422| 1.76535348| 1.7737544| 2.26554615| 2.332053| 2.39609332| 2.52617809
ug/m
Enrofloxacino(ug)| 24.6483044| 46.19881229| 71.6628524| 121.356119] 164.0044028| 206.113216| 458.21098| 723.794927| 815.92702| 996.840306| 1119.386| 1164.50135 1263.08904
porcentaje 2% 3% 5% 8% 11% 14% 32% 50% 57% 60%|  78% 81% 88%
34h 36h 48h 58h 60h 72h 9%h 120h 144h 168h 192h 216h 240h
Area1 1121608]  1137704] 1205696| 1171507|  1088462] 1077961 1081272] 1027798 1033279  1033435| 1030046 1072070 1450075
Area2 1119357  1180206] 1200784| 1180274]  1100875| 1076735| 1080459 1045039 1002752] 1067620] 1055758]  1091508] 1228260
Promedio | 11204825 1158955 1203240| 1175890.5| 10946685| 1077348| 1080865.5| 1036418.5| 10180155 10505275 1047402] 1081789 1339167.5
concentracion
iy 2.58954817| 2.678720119| 2.78136433| 2.71797339| 2.529716226| 2.4895706| 2.4977235| 2.30470379| 2.3520491| 2.42740577| 2.420161| 2.49986399| 3.09641845
Enrofloxacino(ug)| 1320.66957| 1339.360059] 1390.68217| 1375.29454| 1366.046762| 1344.36812| 1323.7935| 1293.14005| 1288.9229] 1310.79912| 1306.887| 1349.92656 1362.42412
porcentaje 92% 93% 97% 96% 95% 93% 92% 90% 90% o1%|  91% 94% 95%

86




MUESTRA 02 SIN GEL

2.32E-06  0.00751737
0.08 h 0.017h 0.25h [0.50h (30| 0.75h
. . . . ( . 1h 2h 3h 4h 6h 10h 12h 24h
(5min) (10min) (15 min) min) (45min)
Areal 26542 54106 60156 93521 154726 191492 463036 723380 1021924 1323710 1545336 1529612 1657990
Area?2 25367 57086 59235 105858 152180 182047 483029 735370 980209 1325535 1525454 1631792 1645877
Promedio 25954.5 55596 59695.5 99689.5 153453 186769.5|  473032.5 729375 1001066.5( 1324622.5 1535395 1580702| 1651933.5
concentracion
ug/ml 0.05264023| 0.12134359| 0.13084546| 0.22354395| 0.34815753| 0.42537884| 1.08888209| 1.6830353| 2.31276457| 3.06270591| 3.55123651| 3.65624953| 3.82135062
Enrofloxacino(ug) 26.3201148| 60.6717974| 65.4227284| 111.771975| 174.078764| 212.689422| 544.441044| 841.517649| 1156.38229| 1531.35295| 1775.61826| 1828.12477| 1979.45962
| porcentaje 1% 3% 3% 5% 7% 9% 23% 36% 49% 65% 76% 78% 85%
34h 36h 48h 58h 60h 72h 96h 120h 144h 168h 192h 216h 240h
Areal 1536031 1658762 1929984 1508648 1489914 1446792 1467582 1849035 1743526 1506256 1491343 1594089 1703487
Area?2 1532361 1695141 1950448 1517976 1467660 1413868 1466910 1852016 1728836 1492152 1509394 1579633 1682338
Promedio 1534196 1676951.5 1940216 1513312 1478787 1430330 1467246| 1850525.5 1736181 1499204| 1500368.5 1586861| 1692912.5
concentracion
ug/ml 3.54845746| 3.87933759| 4.48953468( 3.50005232| 3.42002993| 3.30771581| 3.39328008| 4.28164914| 4.01662031| 3.46735265| 3.47005174| 3.67052492| 3.91633215
Enrofloxacino(ug) 2051.00841( 2110.35965| 2199.87199| 2170.03244| 2154.61885| 2140.09213| 2103.83365( 2140.82457| 2104.70904| 2080.41159| 2082.03105| 2077.51711| 1958.16608
| porcentaje 88% 90% 94% 93% 92% 91% 90% 91% 90% 89% 89% 89% 84%

87




MUESTRA 03 SIN GEL
2.32£-06  0.00751737

0.08h 0.017h 0.25h 0.50h 0.75h
) i ) : ) 1h 2h 3h 4h 6h 10h 12h 24h
(5min) (10min) | (15min) | (30min) | (45min)
Areal 34332 72386 79804 124858 137606 206042 568580 880706 1126590 1361595 1397313 1451397 1538989
Area? 27658 76114 76387 123217 162869 203183 561932 868810 1124712 1316538 1440151 1451397 1544487
Promedio 30995 74250 78095.5| 1240375 1502375 2046125 565256 874758 1125651| 1339066.5 1418732 1451397 1541738
concentracion
il 0.06432315| 0.16458002( 0.17349316(0.27997799( 0.34070461| 0.46673553| 1.30263864| 2.02000547| 2.60152777| 3.09618435| 3.28083385( 3.35654511| 3.56593838
Enrofloxacino(ug)| 32.1615755| 82.2900113| 86.7465804| 139.988994| 170.352305| 233.367764| 651.31932| 1010.00273| 1300.76389| 1548.09218| 1640.41692| 1678.27256| 1961.26611
| porcentaje 1% 4% 4% 6% 7% 10% 28% 43% 56% 66% 70% 2% 84%
34h 36h 48h 58h 60h 72h 96h 120h 144h 168h 192h 216h 240h
Areal 1710006 1845035 1850137 1491199 1494934 1424712 1535209 1507484 1412639 1415791 1466566 1570746 1741541
Area? 1652116 1846303 1989337 1470566 1503611 1418820 1464120 1403067 1420792 1361654 1371419 1554799 1730480
Promedio 1681061 1845669 1919737| 1480882.5| 1499272.5 1421766| 1499664.5| 1455275.5( 14167155 1388722.5| 1418992.5| 1562772.5| 1736010.5
concentracion
i /mLI 3.88886263| 4.27039269| 4.44206825| 3.4248869| 3.46751142| 3.28786608 3.46842| 3.36553474( 3.27615998| 3.21127753| 3.28143764| 3.61469236( 4.01622513
Enrofloxacino(ug) 2107.76354| 2135.19635| 2221.03412(2191.92761| 2198.40224| 2176.56735 2185.1046| 2153.94223| 2096.74239| 2080.90784| 2100.12009| 2074.83341| 2064.33972
| porcentaje 90% 91% 95% 94% 94% 93% 93% 92% 90% 89% 90% 39% 88%

88



2.31781E-06 0.00751737

MUESTRA 01 CON GEL

03h 01 2 50h 7
0.08 shiby - Oz (st (B4 WEl 1h oh 3h ah 6h 10h 12h 2h
(5min) (10min) (15 min) min) (45min)
Areal 165634] 227055 250823 342430  a461823|  7e0143] 1517233] 2133533 2416319] 2796133| 2827880 2851790 3138640
Area2 179116| 229055  250114] 342480 455600  762224] 1507095| 2056741 2327475  2803383] 2799355 3186289 3117323
Promedio 17375 228055| 2504685 342430 4587115 7611835 1512164]  2005137|  2371897] 2799758| 2813617.5| 3019039.5| 31279815
concentracion
y /mL' 0.30201513| 0.52107079| 0.57302102| 0.7862862| 1.05568873| 1.75676136| 3.49739147| 4.84861212| 5.49008922| 6.48178972| 6.51391341] 6.99004257| 7.24254943
Enrofloxacino(ug)| 196.007564| 260.535395 286.510512| 393.143099| 527.844366| 878.380679| 1748.69574| 2424.30606| 2745.04461| 298162327| 3256.9567| 3355.22044| 369370021
porcentaje 5% 6% 7% % 13% 20% 12% 58% 65% 71% 78% 80% 88%
34h 36h 18 58h 60h 72h %h 120h 144h 168h 192h 216h 240h
Areal 3122692 3403479] 3499272 3285932  3320786| 3353630 2062654 2846023| 2807561| 2863355  2871873| 2850250 2853470
Area? 3175674 3361441 3460197  3246242] 3288243  3348300] 2905747] 2850387  2802644|  2858416|  2024284]  2898389] 3403280
Promedio 3150183  3382460| 3479734.5| 3266087] 33000145 3350965 29342005 2848205 28051025 28608855 2898078.5| 28743195 3128375
—
concueg'}r;af'on 7.20000829| 7.83238224| 8.05784605| 7.56265174| 7.66214953| 7.75038282| 6.79340189| 6.50408066| 6.49417726| 6.62347165| 6.709677%| 6.65460011| 7.24346149
Enrofloxacino(ug)| 3924.17646| 3994.51494| 4028.92303| 4008.20542| 3953.66916| 3926.24771] 3804.30506| 3758.62598| 3727.65774| 3709.14412| 3757.41966| 3726.5811] 3766.59997
porcentaje 93% 95% 96% 95% 91% 93% 91% 89% 89% 88% 89% 89% 90%

89




2.32E-06  0.00751737

MUESTRA 02 CON GEL

0.08h

0.017h

0.25h

050h (30

0.75h

, _ , , , 1h 2h 3h 4h 6h 10h 12h 24h
(5min) | (10min) | (15min) min) (45min)
Areal 145831 236980 293563 204052 583117 648879 1442477\  2043883|  2665623|  2746370| 2758139  2825216| 2847857
Area?2 144947 228714 285766 467239 582218 627568|  1455743|  2032201| 2671192  2791880| 2807966  2807561| 2862041
Promedio 145389 232847 2896645 335645.5| 5826675 638223.5 1449110 2038042 2668407.5 2769125 2783052.5] 2816388.5 2854949
concentracion
gL 0.32946671| 0.53217774] 0.6638699| 0.77044513| 1.34299519| 1.47176344| 3.35124428| 4.71627676| 6.17734422| 6.41078825| 6.44306955| 6.52033606| 6.60971197
Enrofloxacino(ug) | 164.733354| 266.088868| 331.934952| 385.222563| 671.497594| 735.88172| 1675.62214| 2358.13838| 2470.93769| 2718.17422| 2963.81199| 3064.55795| 3503.14734
porcentaje 4% 7% 8% 10% 17% 18% 42% 59% 62% 68% 74% 77% 88%
34h 36h 48h 58h 60h 72h 96h 120h 144h 168h 192h 216h 240h
Areal 3175748| 3279495 3347373  3325172| 2824686 2775446  2949218|  2739922| 2964992  2934102|  3147337|  3089309] 3056634
Area?2 3176006  3243288| 3300066 3283591  2781490|  2777020{ 2938927 3102498| 2958712 2926093  3093048|  2972009| 3041460
Promedio 3175922| 3261391.5| 3323719.5| 33043815 2803088|  2776233| 29440725 2921210 2961852 2930100 3120192.5 3030659 3049047
concentracion
gL 7.3536664| 7.55176846| 7.69623292| 7.65141111| 6.48950803| 6.42726324| 6.81628331| 6.76329238| 6.85749281| 6.78389771| 7.22449601| 7.01697437| 7.05959426
Enrofloxacino(ug) | 3676.8332| 3775.88423| 3848.11646| 3810.40274| 3815.83072| 3727.81268| 3748.95582| 3719.81081| 3703.04612| 3663.30476| 3756.73792| 3718.99641| 3812.1809
porcentaje 92% 94% 96% 95% 95% 93% 94% 93% 93% 92% 94% 93% 95%

90




MUESTRA 03 CON GEL

2.32E-06 0.00751737
0.08h 0.017h 0.25h |0.50h (30| 0.75h
, i i i ( : 1h 2h 3h 4h 6h 10h 12h 24h
(5min) (10min) | (15min) min) (45min)
Areal 171154 252445 289515 455948 589884 722182 1453020 2013366 2016379 1909106 2495941 2637962 2987486
Area?2 176929 252038 288065 464466 616680 707797 1401727 2042316 2283306 2977894 2523923 2869784 2913086
Promedio 174041.5|  252241.5 288790 460207 603282| 714989.5| 1427373.5|  2027841| 2149842.5| 2443500  2509932| 2753873 2950286
concentracion
il 0.39587776 0.5771305( 0.66184298| 1.05915502| 1.39077568| 1.64969244( 3.3008632| 4.69263278| 4.97540907| 5.65605137( 5.81002812( 6.37543701| 6.83068502
Enrofloxacino(ug)] 197.93888| 288.565251| 330.92149| 529.577508| 695.387841| 824.846221| 1650.4316| 2346.31639| 2487.70454| 2771.46517| 3079.3149| 3187.7185| 3483.64936
porcentaje 5% 7% 8% 13% 17% 21% 41% 59% 62% 69% 77% 80% 87%
34h 36h 48h 58h 60h 72h 96h 120h 144h 168h 192h 216h 240h
Areal 3040995 2711786  3338756| 3428140 3274067 2958950 2837085  3067224| 2811205 2762141 2846841  3214801| 2848874
Area?2 3064843 3636783 3282857 3211532 3229999 2972773 2852269 2894223 2838171 3158015 2831652 3034853 3408855
Promedio 3052919| 3174284.5| 3310806.5| 3319836  3252033| 2965861.5|  2844677| 2980723.5| < 2824688| 2960078 2839246.5| 3124827 3128864.5
concentracion
il 7.06856882( 7.34987099( 7.66630304| 7.68723171| 7.53007724| 6.86678607| 6.58590343| 6.90123337| 6.53957272| 6.85338102| 6.57331656| 7.2352379| 7.24459606
Enrofloxacino(ug)| 3647.38151| 3674.93549| 3833.15152| 3843.61585| 3795.15893| 3749.2652| 3714.44953| 3768.07342| 3701.39816| 3769.35956| 3720.49717| 3689.97133| 3622.29803
porcentaje 91% 92% 96% 96% 95% 94% 93% 94% 93% 94% 93% 92% 91%
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Prueba control 1

0 S5min 10min 15 min 30 min 45min 1h 2h 3h 4h 6h
Area 1 0| 116984| 161395| 302881| 418993| 504988| 844681| 1097564| 1391233| 1427107 | 1496840
Area 2 o| 115751| 165690| 306802| 418123| 502208| 854272| 1117508| 1402670| 1429251 1494486
Promedio 0| 116367.5|163542.5|304841.5| 418558| 503598|849476.5| 1107536|1396951.5| 1428179| 1495663
Conzzr}mc'on 0.00E+00| 2.76E-01| 3.88E-01| 7.27E-01| 9.99E-01| 1.20E+00|2.03E+00| 2.65E+00| 3.34E+00| 3.42E+00 | 3.58E+00
Enrofloxacino(ug) 0| 137.79465 | 194.2443 | 363.3226| 499.3958 | 601.15467 | 1015.033 | 1323.82688 | 1670.1415 | 1707.50829 | 1.86E+03
porcentaje 0% 7% 10% 18% 25% 30% 51% 66% 84% 85% 93%
10h 12h 24h 48h 72h 96h 120h 144h 168h 192h 216h
Area 1 1432596 | 1401732| 1470603 | 1403136 1337818| 1190856 1433294| 1442324| 1388889| 1392803| 1297347
Area 2 1437696| 1383470| 1436096| 1440469 | 1334187| 1160927| 1407495| 1433216| 1391869| 1379040 1224424
Promedio 1435146| 1392601 1453350| 1421803 | 1336002.5|1175891.5 | 1420395| 1437770| 1390379| 1385921.5| 1260886
Conzeg'}mm" 3.43E+00| 3.33E+00|3.48E+00 | 3.40E+00| 3.19E+00| 2.81E+00|3.40E+00| 3.44E+00| 3.32E+00| 3.31E+00 | 3.01E+00
Enrofloxacino(ug) | 1.72+03| 1.66E+03 | 1.74E+03 | 1.70E+03| 1.60E+03| 1.496+03|1.70E403| 1.726+03| 1.66E+03| 1.66E+03 | 1.51E+03
porcentaje 86% 83% 87% 85% 80% 74% 85% 86% 83% 83% 75%
240h
Areal 1316402
Area 2 1262347
Promedio 1289374.5
concentracion 3.08E+00
ug/mL
Enrofloxacino(ug) 1.60E+03
porcentaje 80%
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Prueba control 2

0 S5min 10min 15 min 30 min 45min 1h 2h 3h 4h 6h
Area 1 0| 135094| 176325| 320582| 445428| 579849| 895033 1131298| 1398722| 1393082| 1629995
Area 2 0| 139929| 176255| 316241| 443033| 582396| 894163| 1124998| 1388968| 1384902 1629915
Promedio 0| 137511.5| 176290|318411.5| 444230.5| 581122.5| 894598| 1128148| 1393845| 1388992 | 1629955
Conzzr}mc'on 0.00E+00| 3.26E-01| 4.19E-01| 7.59E-01| 1.06E+00| 1.39E+00|2.14E+00| 2.70E+00| 3.33E+00| 3.32E+00 | 3.90E+00
Enrofloxacino(ug) 0| 163.09556 | 209.4979 | 379.5605 | 530.11552 | 693.92048 | 1069.025 | 1348.4912 | 1666.4242 | 1660.61713 | 1.95E+03
porcentaje 0% 8% 10% 19% 26% 34% 53% 67% 83% 82% 97%
10h 12h 24h 48h 72h 96h 120h 144h 168h 192h 216h
Area 1 1438554 | 1430027| 1469151| 1395457 1332447| 1167764 1426636| 1447354| 1437775| 1250182| 1292144
Area 2 1442549 | 1404421| 1448072 | 1434658| 1345515| 1185539| 1424139| 1413661| 1467325| 1277447 | 1354941
Promedio 1440551.5| 1417224 1458612| 1415058| 1338981 |1176651.5| 1425388 | 1430507.5| 1452550| 1263814.5| 1323543
Conzeg'}mm" 3.44E+00| 3.39E+00 |3.49E+00 | 3.38E+00| 3.20E+00| 2.81E+00|3.41E+00| 3.42E+00| 3.47E+00| 3.02E+00 | 3.16E+00
Enrofloxacino(ug)| 1.79+03| 1.76E+03 | 1.81E+03 | 1.76E+03| 1.66E+03| 1.46£+03|1.77E+03| 1.786+03| 1.81E+03| 1.57E+03 | 1.65E+03
porcentaje 89% 87% 90% 87% 83% 73% 88% 88% 90% 78% 82%
240h
Areal 1306343
Area 2 1300060
Promedio 1303201.5
concentracion 3.12E+00
ug/mL
Enrofloxacino(ug) 1.62E+03
porcentaje 80%
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