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Resumen

Uno de los trastornos mentales mas comunes en el mundo que afecta a
adolescentes y adultos jévenes es la depresion. Los tratamientos actuales
constan de psicoterapia y medicamentos. En estos udltimos se incluye la
duloxetina, una molécula que presenta una baja solubilidad y por ende una baja
biodisponibilidad oral, incluso se han reportado diversos efectos adversos
derivados de la administracion oral, por tiempos prolongados de administracion
y altas dosis que se administra para mostrar mejoria, lo que lleva a la falta de
apego al tratamiento por parte del paciente. Recientemente se ha visto que los
nanoacarredores farmacéuticos mucoadhesivos son una excelente estrategia
prometedora para reducir o evitar estos problemas, y que mas aun se pueden
administrar por otras vias, como la nasal, la cual seria beneficiosa para este
farmaco ya que se ha reportado que se tiene un acceso mas directo a la
absorcion en la barrera hematoencefalica.

Por lo anterior, en el presente trabajo se buscé encapsular duloxetina
clorhidrato en nanopaticulas poliméricas de alginato y chitosan, que son
materiales mucoadhesivos biodegradables que tiene alto potencial para ser
formulados para la administracion por la via nasal.

Para el desarrollo del objetivo, las nanoparticulas de chitosan se obtuvieron con
el método de gelacion ibnica con TPP, mientras que las de alginato se
prepararon como nanoplexos mediante un método de complejacion por
atraccibn de cargas, ambos métodos optimizados mediante un disefo
experimental. Para las nanoparticulas de chitosan se definieron como factores
la cantidad de polimero, la cantidad de farmaco y la cantidad de agente
entrecruzante para las particulas de chitosan, mientras que para las de alginato
se definié el radio polimero-farmaco y la concentracion de estabilizante. La
duloxetina se incluyé a una concentracion de 10 mg, agregandose en la etapa
de formacién de la nanoparticula. Se midi6 el tamafio promedio con dispersién
dindmica de luz, el potencial Z por movilidad electroforética, el PDly la
eficiencia de encapsulacion se obtuvo mediante cuantificacion de farmaco libre
con un meétodo por UV-Vis. La optimizacion de las nanoparticulas se llevo a
cabo con la Metodologia de Superficie de Respuesta, a partir de los disefios.
De la ejecucion de los disefio se obtuvieron lotes de nanoplexos de alginato

con un tamafio promedio de 236.9 nm y una eficiencia de encapsulacion del
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37.5%, mientras que con las nanoparticulas de chitosan se obtuvo un tamafio
promedio optimizado de 195.3 nm y una eficiencia de encapsulaciéon del 37.9%;
las particulas presentaron eficiencias de encapsulacion estadisticamente
similares. El potencial Z de los nanoacarreadores fue de caracter negativo (-
3.57 mV) para los nanoplexos y positivo (0.43 mV) para las nanoparticulas de
chitosan. El método analitico cumplié con los paramétros de desempefio para
la validacion.

Finalmente, fue posible obtener nanoparticulas y nanoplexos cargados con
duloxetina en cantidades terapéuticas, las cuales podrian ser utilizadas en una

posible formulacion nasal, ya que ambos sistemas son mucoadhesivos.



1. Introduccion

La tristeza es un parte comun en la vida de las personas, pero la depresion es
un trastorno mental que afecta el estilo de vida de la persona que la posee. La
depresion es el desorden afectivo mas frecuente en adolescentes, siendo mas
comlin que se presente en mayor proporciéon en los adultos. La poblaciéon
adulta suele tener mayor disposicion a padecer depresion, factores como el
padecimiento de una enfermedad crénica, autoestima, nivel de educacion,
expectativas de auto eficiencia y apoyo social llegan a desencadenar un cuadro
depresivo en este tipo de pacientes. Este trastorno llega a ser una de las mas
importantes causas de incapacidad en el mundo. La OMS considera que en
este afio 2020 y en los siguientes, la depresion mayor unipolar se convertira en
la segunda causa de enfermedad méas importante en todo el mundo.? Esto
conlleva a un mayor gasto de servicios de salud derivados solo de un trastorno
mental. En México se presentan un namero alarmante de casos de depresion
mayor, con una prevalencia de 5.8 a 10%, lo cual conlleva a un gasto extra de

servicios de salud que se encuentran limitados. 3

Cuando las personas presentan trastornos depresivos la primera alternativa es
la psicoterapia que puede ir de la mano con medicamentos como los
antidepresivos. El tipo de terapia y medicamentos utilizados dependera del
nivel del trastorno depresivo por el que esté pasando el individuo. Los
antidepresivos mas utilizados son los inhibidores de la receptacion de
serotonina y norepinefrina (duloxetina), antidepresivos atipicos (bupropién),
antidepresivos  triciclicos  (imipramina), y los inhibidores de la
monoaminooxidasa (iproniazida).* La administracién de antidepresivos por via
oral presenta varias desventajas como tratamiento como lo son el nimero de
efectos adversos, medicamentos sensibles el pH estomacal, baja
biodisponibilidad, etc. Todos estos factores reducen el seguimiento del
tratamiento por parte de los pacientes lo cual resulta con problemas de salud.
Lo que tienen en comun estos farmacos es que son administrados por via oral,
en formas farmacéuticas solidas como tabletas y capsulas, a pesar de que
estos farmacos de cierta manera son eficientes presentan numerosos efectos

adversos.!
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La duloxetina es un inhibidor de la recaptacion de serotonina y noradrenalina, y
es ademas el medicamento mas utilizado en el tratamiento de la depresion
mayor, comercializada en forma de capsulas de liberacion retardada. Este
farmaco actta sobre el sistema nervioso central y esta ligado a la potenciacion
de la actividad serotonérgica y noradrenérgica que resulta de la inhibicion de la

recaptura de serotonina y norepinefrina. °

Las principales desventajas de este medicamento por via oral es su
inestabilidad en el pH gastrico, una biodisponibilidad oral apenas del 50%, que
lleva a administrar varias dosis diarias, asi como efectos adversos que llegan a
ser graves como la confusién, la vision borrosa, ansiedad y dificultad para
respirar. Para una persona con un trastorno mental como la depresion, resulta
dificil el llevar un tratamiento y apegarse a él, pues efectos adversos como la
ansiedad son un riesgo ya que esto podria inducir al paciente a consecuencias

graves como el suicidio.”

Es debido a lo anterior que se han explorado vias de administracion alternas,
que para el caso de farmacos de baja solubilidad y con accién en el SNC se ha
propuesto la via intranasal, la cual posee importantes ventajas como el usar
menos cantidades de farmaco y una mayor biodisponibilidad.? Ademas, aunado
a lo anterior el utilizar nanoparticulas con propiedades mucoadhesivas para
mejorar el tiempo de retencion del sistema en el sitio de absorcion, como
vehiculo en este tipo de administracion, mejora la entrega del medicamento de
una forma mas directa, disminuye la dosificacion, disminuye la aparicién de

efecto adverso, prolonga la liberacién y aumenta la biodisponibilidad.®

Por ello en el presente proyecto se buscd obtener nanoparticulas
biodegradables y mucoadhesivas cargadas con duloxetina, un farmaco clase Il
segun la clasificacion biofarmacéutica, es decir de baja solubilidad, con la
finalidad de disponer de un nanoacarreador con potencial uso en el desarrollo
en un aerosol nasal, controlando la liberacién del farmaco y proponer un
sistema que pueda ser una alternativa para administrar duloxetina en el

tratamiento de la depresién mayor.
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2. Marco tedrico y antecedentes

2.1 Depresion y sus retos en la terapia

La depresion es uno de los trastornos mas frecuentes en la poblacion a nivel
mundial. La depresion representa problemas muy graves si evoluciona a un
trastorno depresivo mayor, con lo cual surgen problemas para desempefarse

en diferentes ambitos de la vida e incluso llegar al suicidio.

Los trastornos depresivos pueden surgir por diferentes factores como lo son
biolégicos y ambientales. Los trastornos depresivos se clasifican como leve,
moderado y severo, dependiendo de qué tipo de depresion posea un individuo
el tratamiento sera diferente. “Hay que tener en cuenta que en la eleccion del
tratamiento del paciente, se debe considerar costos y disponibilidades para

asegurar una buena alianza terapéutica”. ®

La mayoria de las personas que padecen un trastorno depresivo mayor
presentan sintomas comunes como lo son sentimientos de culpa, inutilidad,
intentos de autolesion y suicidio. El principal problema de estos pacientes es
que al sentir tantos sentimientos negativos, la mayoria de las veces no es
posible continuar con el tratamiento al pie de la letra, ademas la mayoria de
antidepresivos presentan problemas de biodisponibilidad y numerosos efectos
adversos. Toda la combinaciéon de estos efectos provoca ansiedad en los

pacientes con depresion por lo cual deciden suspender el tratamiento. ’

2.2.1 Tratamientos actuales

La depresion se puede llegar a presentar en un individuo de maneras
diferentes ya sea de naturaleza biologica, factores culturales y factores
psicologicos. Como primer alternativa ante cualquier tipo de depresion se
encuentra la psicoterapia. Asi como existen diferentes niveles de depresion
existen diferentes tipos de terapia para cada uno de estos. Con la psicoterapia
se pretende encontrar factores causales de los sintomas de depresion y tratar

de que la persona que los padece logre superarlos. °
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Varios estudios han demostrado la eficacia de la psicoterapia en diferentes
niveles de depresién. Por si sola puede llevar a una recuperacion eficaz del
paciente, pero en muchos casos este tratamiento se acompafia con el uso de
medicamentos que tienen en su formulacibn IFAs conocidos como
antidepresivos o0 ansioliticos. Esto antidepresivos en conjunto con la
psicoterapia ayudan al paciente a una recuperacibn mas rapida y evitar
recaidas durante el tratamiento de la enfermedad. ®

Gran parte de los medicamentos antidepresivos actuales son eficaces al tratar
la depresion, pero presentan numerosos efectos adversos. Los antidepresivos
mas utilizados son los inhibidores de la receptacion de serotonina y
norepinefrina (duloxetina), antidepresivos atipicos (bupropion), antidepresivos

triciclicos (imipramina), y los inhibidores de la monoaminooxidasa (iproniazida).

La duloxetina, por su parte, es uno de los farmacos mayormente recetados en
la terapia de la depresion, es eficiente pero presenta diferentes efectos
adversos como problemas gastricos, vomitos, falta de apetito, sequedad bucal,
problemas en la miccion, vértigos, cefaleas, sudoracién nocturna, sensacion de
fatiga, debilidad, y somnolencia, cuando se administra por via oral. Sumado a
todo esto, ademas presenta una biodisponibilidad oral de solo el 50%, lo que
ha llevado al uso de altas y frecuentes dosis. Es por lo anterior que la
duloxetina es un candidato ideal para mejorar algunos aspectos de su
formulacion y/o formas farmacéuticas, o bien para ser administrada por via de
administracion que le permita llegar de una manera mas eficiente al sitio
blanco, utilizar menor cantidad del farmaco, aumentar la biodisponibilidad y

reducir los efectos adversos. 1°
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2.2 Duloxetina

La duloxetina es un inhibidor dual de la recaptacibn de serotonina y
norepinefrina. Fue descubierta originalmente en 1993 y desarrollada por Eli Lilly
and Company como LY248686. Duloxetina recibid la aprobacion de la FDA por
primera vez en agosto de 2004 como Cymbalta para el tratamiento del

trastorno depresivo mayor.

En la figura 1 se muestran ejemplos de las formas farmacéuticas disponibles

en el mercado.
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Figura 1. Presentacién de duloxetina HCL, 30 mg y 60 mg capsulas de liberacién retardada ( Eli Lilly and
Company: Cymbalta, Pisa, AMSA, Medimart)

2.2.1 Propiedades fisicoquimicas y biofarmacéuticas

En la tabla 1 se listan las propiedades fisicoguimicas de la duloxetina. Tiene un
elevado coeficiente de particion por lo que es hidrofobo y se distribuye
preferentemente en entornos hidréfobos como las bicapas lipidicas de las
células, es decir que presenta mayor afinidad a fases organicas y de ahi su
baja solubilidad acuosa. La duloxetina es un farmaco clase Il del Sistema de
Clasificacion Biofarmacéutico, por lo que cuenta con una baja solubilidad y una

alta permeabilidad. **
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Tabla 1: Propiedades fisicoquimicas y biofarmaceuticas

Propiedad Valor
Peso molecular 297.415 g/mol
Formula quimica C.5 H1gNOS

Nombre I[UPAC

(3 S)- N -metil-3-naftalen-1-iloxi-3-tiofen-2-
ilpropan-1-amina

Solubilidad en agua

0.00296 mg/ml

Log P 4.72
pKa 9.7 (bésico fuerte)
y ®
/N\/\\/O
Estructura :

A G

Duloxetina es un farmaco en venta que se administra de solo de manera oral
encontrandose en presentacion de liberacidn retardada, ya que la molécula es
muy sensible a los acidos del estomago, la liberacion retardada ayuda a
protegerlo de estos y que se liberen en el intestino. Debido a estas propiedades
se puede inferir que es farmaco candidato para administrarse por una via
distinta a la oral, como la via nasal, incluso el encapsulamiento de este farmaco
en nanoacarreadores puede ayudar a que este llegue de manera mas directa al
sitio de accion, cruzando la barrera hematoencefalica. Con esto se podria
reducir la cantidad administrada del farmaco y reducir los efectos adversos. La
idea de una formulacién nasal podria ser util para hacer mas eficiente el
tratamiento con este farmaco, pues la via nasal es un area con un elevado
porcentaje de perfusion y con acceso directo al SNC el cual es el sitio diana

donde actuara el farmaco.*

2.2.2 Farmacocinética y farmacodinamia

La duloxetina es un inhibidor de la recaptura de serotonina y norepinefrina, y
débilmente inhibe la captura de dopamina; sin afinidad significativa por
receptores histaminérgicos, dopaminérgicos, colinérgicos y adrenérgicos. Se

piensa que el posible mecanismo de accion de la duloxetina en el tratamiento
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de la depresion se debe a la inhibicion de la captura neuronal de serotonina y
norepinefrina con el incremento resultante en la neurotransmision serotonérgica
y noradrenérgica en el sistema nervioso central. Se cree que la accion
inhibitoria del dolor de la duloxetina es resultado de la potencializacion de las

vias descendentes inhibidoras del dolor dentro del sistema nervioso central. *?

La duloxetina se absorbe bien después de su administracion oral y la
concentracion maxima en plasma se alcanza 6 horas después de la dosis. Los
alimentos retrasan el tiempo para alcanzar la concentracion maxima de 6 a 10
horas y disminuyen marginalmente el grado de absorcion (aproximadamente en
11%). Se une extensamente a las proteinas plasmaticas (> 90%)
principalmente a la albumina y a la al-glucoproteina acida, y es ampliamente
metabolizada, sus metabolitos son excretados principalmente en la orina. La
vida media de eliminacién de duloxetina es de 12.1 horas y la depuracion
plasmaética aparente es de 101 L/h. *?

2.4 Estrategias para mejorar el paso de farmacos al snc

Los problemas mas comunes de los farmacos que son administrados por la via
oral son aquellos que se relacionan con la biodisponibilidad, como la
solubilidad, la velocidad de disolucion, el efecto del pH, el peso molecular, entre
otros, ya que pueden provocar que la concentracion del farmaco en la sangre
es minima si la comparamos con la concentracion inicial, al momento de la
administracion. La solubilidad es uno de los mas criticos. Ademas de los
problemas asociados con los efectos adversos o no deseados, los cuales
pueden presentarse desde leves hasta graves, con una respuesta a la

intolerancia al farmaco, a las altas y frecuentes dosis que son administradas. *3

Para el caso de los antidepresivos los problemas antes mencionados llevan a
gue el paciente deje el tratamiento o que genere adiccion. Es por ello que una
de las estrategias a las que se ha recurrido es la generacion de sistemas de
liberacion modificada, sobre todo de liberacion prolongada, con la finalidad de
reducir la dosis y la frecuencia de administracion, haciendo uso ademas de
areas emergentes como la nanotecnologia para mejorar problemas

relacionados con la baja velocidad de disoluciéon o la dificultad de cruzar
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diferentes membranas bioldgicas. Adicional a lo anterior, también se han
propuesto administrar este tipo de farmacos por diferentes vias de
administracion para lograr un mejor aprovechamiento, haciendo que el farmaco

se disponga mucho mejor en el sitio de absorcion o de accion.

Los farmacos que actian en el SNC tienen como reto alcanzar el tejido
cerebral desde la administracién oral, para posteriormente vencer el principal
obstaculo, la barrera hematoencefélica. En la figura 2 se muestran las

diferentes formas en que las moléculas atraviesan la barrera hematoencefalica

Sangre
Permeabilidad Mediadopor  Transporte de  Transporte mediada Tra”jSDUFtE
pasiva transporte flujo activado por receptores mediado par

adsorcidn

Juntas N Células
Sangre apretadas Pericitos, neuronasy Membrana 4 ioiicies
procesos del pie de basal
astrocitos

Figura 2: diferentes formas de atravesar la BBB. (1. Permeabilidad pasiva, 2. Mediado por transporte, 3.

Transporte de flujo activado, 4. Transporte mediado por receptores, 5. Transporte mediado por adsorcién). *°

Una las vias de administracion que se ha visto que es altamente eficiente para
administrar farmacos al SNC es la via nasal. Esta es una via no invasiva que
tiene como ventajas una facil administracion, ejercer una accion local, la
concentracion del medicamento es menor y no produce dolor al momento de su
aplicacién. Una vez administrado el medicamento por la via nasal la forma
farmacéutica sigue ciertos pasos para llegar al SNC y son: el transporte a de la
molécula través del epitelio nasal, posterior transporte desde la mucosa nasal a
los puntos de entrada al cerebro cerca de la superficie pial en el
compartimiento craneal y finalmente el transporte desde las zonas iniciales de

entrada del cerebro a otras dentro del SNC. 1°
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Se tiene la teoria de que algunos acarreadores, como los nanosistemas,
tienden a utilizar la ruta transcelular y por medio de la endocitosis ayudar a
cruzar el epitelio nasal para alcanzar el tejido cerebral a través del epitelio
olfatorio. La endocitosis clatrina-dependiente es el proceso que actla en este

caso, en la figura 3 se muestra cémo se lleva a cabo este proceso. *’

Receptor de

membrana
Membrana
\\ ) plasmaética
Adaptina e \___/ Endocitosis

mediada por

==
=== -
T clatrina

Reciclado de

Clatrina = :
clatrina y adaptina

@
\® o

Figura 3: Endocitosis clatrina-dependiente para el transporte de nanoparticulas hacia el SNC desde la via

nasal. (Kozlovskaya L 2014)

Una vez que el farmaco llega al nervio olfatorio puede cruzar esta region por
medio de trasporte extracelular o intracelular para alcanzar el SNC. De esta
manera se puede llegar al cerebro de una manera mas directa y menos
invasiva. Un inconveniente de esta via es que el diametro del ax6n es de
aproximadamente 100-300 nm, lo que reduce el paso de nanoparticulas
mayores a ese tamafo. Por otra parte, como camino alterno se tiene el nervio
trigémino cercano al nervio olfatorio como lo muestra la figura 4, el cual se
puede utilizar como otra via de entrada directa al SNC. Esto lo hace utilizando
el mismo epitelio respiratorio por los pasajes nasales, por dos zonas: a través
del agujero lacerado anterior cerca de la protuberancia y la lamina cribosa
cerca del bulbo olfatorio, aprovechando asi diferentes puntos de entrada
después de la administracion nasal. Utilizando asi otros puntos de entrada en

las areas caudal y rostral del cerebro después de la administracion intranasal.
18
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Figura 4: Cruce de nanoparticulas hacia el SNC empleando la ruta del nervio trigémino / nervio olfatorio.
(Samantha Dando 2014)

Al administrarse un sistema farmaceéutico por la nariz se espera que el farmaco

entre de una manera mas local y directa al sistema nervioso donde genera mas

rapido los efectos terapéuticos, la concentracion del farmaco seria menos,

reduciendo los efectos adversos para el paciente.

De este modo, las formulaciones que se tienen para ser administrados por esta

via son

Gotas nasales: son las mas simples de usar, una de sus desventajas es
que presentan imprecision de su dosificacion, pérdidas inespecificas de
dosis y un alto riesgo de contaminacién. *° Son fluidos y pueden tener
de dos 0 mas principios activos. Presentan un alto tiempo de residencia.
El problema de estas formulaciones es su incomoda aplicacion.?

Sprays nasales: son mas precisos que las gotas, se consigue una mejor
dosificacion. También presentan el problema de pérdidas
inespecificas.*®

Geles de formacién in situ pueden ser aplicados mediante un spray, ya

qgue en su estado inicial son liquidos y una vez en el organismo, se
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produce el proceso de gelificacion in situ dependiente de factores como
la temperatura, cambio de pH, o presencia de iones.™

e Geles fluidos: estos geles son liquidos que contienen un polimero
gelificante, que en el proceso de gelificaciobn se aplica una fuerza
externa, produciendo una solucibn de polimero no gelificado que
contiene particulas gelificadas, la cual se puede liberar desde sprays.?

e Polvos nasales: es una mezcla seca de principio activo y excipientes en
estado pulverulento. El problema principal que presentan es la irritacion
en la mucosa nasal que producen, debido a que los componentes estan
en estado seco y se humectan mediante el agua que forman los
tejidos.?°

¢ Nanosuspensiones y hanoemulsiones nasales: pueden formularse como
liposomas, proliposomas, micelas, microesferas, nanoparticulas,

microemulsiones, entre otros.?°

Estos Udltimos representan una ventaja en la formulaciéon de farmacos a
administrar por la via nasal, ya que protegen al farmaco del ambiente o su
exterior, pueden acarrear moléculas de baja solubilidad, controlan la liberacion
de este, o0 bien pueden estar funcionalizadas o preparadas con materiales que
favorezcan el tiempo de residencia en el sitio de aplicacion al emplear por

ejemplo polimeros mucoadhesivos (bioadhesivos). °

2.5 Nanoacarreadores

Los farmacos para poder ingresar al organismo deben ser incorporados en un
medicamento que cumpla la funcién de proteccion o transportador. Para poder
formular un medicamento para alguna via de administracion deseada se tiene
que tomar en cuenta todas las propiedades posibles, las del farmaco, el
medicamento y la misma via de administracién. Una vez adentro del organismo
el farmaco tiene que ser liberado de manera controlada dentro del organismo.
Para este fin es utilizada la nanotecnologia, que es aplicada en materiales que
se han utilizado para la construccion de nanosistemas de liberacion de

farmacos.?
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Un nanoacarreador es una plataforma o soportes, con propiedades coloidales,
a los que se les incorpora una 0 mas sustancias activas o de contraste con la
finalidad de obtener un control en su liberacién (espacial y/o temporal), y una
potencial vectorizacién o direccionamiento especifico.?? Estos nanosistemas
hoy en dia son utilizados como transportadores de farmacos, los cuales son
dirigidos a un sitio de accién, de tal manera que al llegar mas farmaco se

aumentara la biodisponibilidad y con ello se podria reducir la dosificacion. %3

Estos nanosistemas son muy diversos, pero se pueden clasificar de manera

muy general en 2 grandes grupos. 2

1. Nanoestructuras orgéanicas. En este grupo se encuentran las
nanoparticulas que estan hechas de materiales poliméricos y/o lipidos,
con los que se construyen nanoesferas, nanocapsulas, micelas,

liposomas, dendrimeros y conjugados polimero-farmaco (ver figura 5).
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Figura 5: Representacion de nanoestructuras organicas (Yareli Rojas 2016)
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2. Nanoestructuras inorganicas. Bajo esta clasificacion estan las
nanoparticulas de oOxidos metalicos, nanoparticulas de silica
mesoporosa y nanotubos de carbono.

& N

Nanoparticula Silica Oxidos
de oro mesoporosa metahcos

Nanotubo de
carbono

Figura 6. Representacidn de nanoestructuras inorganicas (Yareli Rojas 2016)
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2.5.1 Métodos de obtencidn

Los métodos de obtencion de nanomateriales poliméricos se clasifican en dos
grandes estrategias: construccion y deconstruccion, conocidas también en
inglés como enfoques “bottom-up” y “top-down”. El primer enfoque de
obtencién se basa en agregar o acumular moléculas, para obtener estructuras
del tamafio deseado, mientras que para el segundo, la estrategia de
deconstruccion se basa en un fraccionamiento controlado de materiales mas

grandes con el objetivo de producir nanomateriales (ver figura 7).

- Bulk

= Fragments

D U D = Nanostructures

O
o °°°°° - Clusters

Bottom-up

Figura 7: Enfoques “bottom-up” y “top-down” (Lynn Margulis 2021)

Al principio para generar estos nanosistemas era muy comun utilizar
interacciones fisicas, pero esta técnica provocaba que los nanoparticulas
presentaran inestabilidad, por lo cual se buscé la manera de mejorar las
caracteristicas relacionadas con el tamafo, estabilidad, carga superficial y la
capacidad de incorporacion de principios activos con actividad bioldgica.
Actualmente, las metodologias de deconstruccion se han colocado como una
alternativa interesante para producir nanoparticulas, ya que se basan

principalmente en la agregacion controlada de materiales macroscépicos como

los polisacaridos. 2% 2°
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En la actualidad existen metodologias tales como la coprecipitacion, la
reticulacion quimica, la termodescomposicion, la coacervacién, la
emulsificacion y la gelacion ionica. Este ultimo una de las técnicas mas usada
para la preparaciéon de nanoparticulas de polisacéaridos, (Raveendran et al.,
2015), cuyo proceso se basa en generar interacciones idnicas entre los grupos
aminos con carga positiva o los grupos carboxilo con carga negativa de un
polianibn con contraiones mono o polivalentes para generar una estructura
menos polar que permita la agregacién y el encapsulamiento de farmacos.®
Como por ejemplo el tripolifosfato de sodio (TPP), el cual es el agente idnico
reticulador mas usado para obtener nanoparticulas a partir de chitosan o el
cloruro de calcio para generar nanoestructuras con alginato; son materiales no
toxicos y tienen la capacidad de gelificar rapidamente. La figura 8 muestra un

ejemplo de las interacciones entre estas sustancias. %°

-  Quitosano
e TPP
~—> Interaccién Iénica

Figura 8: Interaccion iénicay entrecruzamiento del quitosano y tripolifosfato de sodio (Dra. Lilian Abugoch 2019)

Asi, las nanoparticulas de origen polimérico han adquirido relevancia y su
aplicacién se ha extendido como sistemas de liberacion modificada. Estas
particulas se han preparado empleando poliméricos sintéticos como el PLGA,
la Poli-e-caprolactona, derivados del acido acrilico, entro otros, y naturales
como el alginato, el chitosan, algunas proteinas como el colageno y la
albumina; sobre todo materiales biocompatibles, pero preferentemente
biodegradables. Dentro de las particulas poliméricas, aquellas que por su

constitucion presentan propiedades bioadhesivas han llamado la atencion en el
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desarrollo de sistemas de liberacion para vias de administracion cubiertas de
mucosas, como la ruta nasal, donde la interaccion de polimeros poli-iénicos
como el chitosén (polication) y el alginato (polianién) con las mucinas presentes
en el mucus genera un mayor tiempo de retencion en el area de absorcion

debido a este fendmeno de mucoadhesién.?®

2.5.2 Nanoparticulas poliméricas bioadhesivas

La forma en la que se mejoran las propiedades de los medicamentos es hacer
que su aplicacién sea menos invasiva y mas segura. Al momento de incorporar
un medicamento de forma mas directa en el sitio diana, es ideal para garantizar
que llegue la mayor cantidad de farmaco posible; de esta manera se podria
utilizar una menor cantidad de farmaco y reducir costos de produccion y efectos

adversos.

En estas Ultimas décadas se le ha puesto un mayor interés a los
nanomateriales poliméricos, debido que con ellos se han generado nuevos
métodos para el tratamiento y diagndéstico de enfermedades que nos afectan
hoy en dia. Estos polimeros poseen caracteristicas como el ser abundantes en
el medio ambiente, no ser toxicos para el organismo humano y presentar
propiedades bioadhesivas. Estas caracteristicas los han convertido en
candidatos para el transporte de farmacos dentro del organismo, con el fin de

que lleguen al sitio de accion de una manera mas eficaz.

Dentro de los requisitos para los nanosistemas de administracion de farmacos
y para que sean considerados como buenos trasportadores dentro del cuerpo,
se requiere que sean biocompatibles, biodegradables, y protejan a las
moléculas encapsuladas. En particular, los biopolimeros cuentan con estas
caracteristicas que los hacen Unicos y que pueden ser aprovechadas en el area
farmacéutica, ademas son capaces de atravesar barreras epiteliales, lo que les
permitiria desarrollar tratamientos nasales y oculares. % Algunos de ellos
ademas cuentan con la capacidad de responder a estimulos externos como el
pH, la temperatura y la fuerza i6nica del medio, permitiendo mejorar la
sensibilidad de los excipientes. Se encuentran facilmente en la naturaleza y sus

métodos de extraccién son econémicos. 2
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Estos dltimos afios se han propuesto nanosistemas generados con
biopolimeros que se encuentran facilmente en la naturaleza y presentan
propiedades favorables como porosidad y bioadhesividad. ** Algunos ejemplos

de polimeros y clasificacion se muestran en la tabla 2.

Tabla 2: Clasificacion y ejemplos de polimeros mucoadhesivos

Caracteristicas Clasificacion Ejemplos
Origen » Natural » (Chitosan (Natural-
o Semi- Catidnico)
Sintético « Alginato (Matural-
+ Sintético Anidnico)
Solubilidad s Solubles » Pectinas (Natural-
+ Insolubles Anionico)

« Denvados de la celulosa

Carga » Anionicos (Sintético)

» Cationicos » Acido Poliacrilico

e Nolénicos (Sintético-Anidnico)

Asi, las nanoparticulas mucoadhesivas se obtienen a partir de polimeros que
presentan esta propiedad. Un polimero mucoadeshivo es una sustancia
quimica que puede genera un proceso de fijacion entre dos superficies, la cual
se produce en un entorno biolégico, mas concretamente en una membrana

mucosa. %2
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2.8 Chitosan y alginato, usos en la nanotecnologia
farmaceutica

El quitosan es un polimero polisacarido compuesto de 2-acetamido-2deoxi-R3-D-
glucopiranosa repetitiva y 2-amino-2-deoxi-R-D-glicopiranosa *. Se obtiene de
la desacetilacion de la quitina que se encuentra en la cascara de los
camarones, es el segundo polisacarido mas abundante y un polielectrolito
cationico presente en la naturaleza, ver figura 9. El chitosan ha demostrado

tener caracteristicas de actuar dentro del organismo humano sin afectarlo. % 2°
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Figura 9. Estructura quimica y efecto de desacetilacion de la quitina para obtener chitosan

El quitosan suele ser estructuralmente flexible, lo que hace posible que los
polisacaridos formen polimeros lineales y ramificados, o que genera sus
caracteristicas bioadhesivas. El quitosdan posee aplicaciones en el éarea
terapéutica, como lo es en el transporte de farmacos y ha sido usado

actualmente en algunos tratamientos contra el cancer. *°
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La formacion estructural de un hidrogel fisico puede obtenerse cuando se unen
dos polielectrolitos de carga opuesta. El hidrogel resultante se combina
mediante enlaces moleculares, fuerzas hidrofébicas o fuerzas idnicas; todas
estas interacciones son reversibles, y podrian ser interrumpidas por cambios de

condicion como el pH, la temperatura y la fuerza ionica.

Se pueden producir diferentes estructuras de gel con chitosan dependiendo de
las concentraciones de este a través del proceso de gelacidon indnica

previamente descrito. ** %’

Por su parte, el alginato es un polisacarido que se encuentra facilmente en la
naturaleza, utilizado comunmente en el desarrollo de medicamentos como
aglutinante o como matriz de liberacién prolongada. Es un biopolimero aniénico
extraido de las algas marrones y de las bacterias pseudomonas y azotobacter,
cuyas propiedades le permiten ser usado como agente gelificante. Este
Polimero ha sido estudiado para ser utilizado como nanoacarreador de
farmacos en el area farmacéutica, gracias a que no presenta toxicidad en el
organismo. Es un biopolimero ampliamente usado debido a que su estructura
le permite ser transformado en hidrogeles, microparticulas o nanoparticulas
porosas que le permiten encapsular pequefias moléculas y asi funcionar como

un transportador para estas. %
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El alginato de sodio quimicamente se define como un copolimero de bloques
formado por cadenas lineales de &cido D-manurénico y &cido L-gulurénico que
se encuentran unidos por puentes glucésidos 1—4 (Hay et al,, 2013). Su
estructura quimica se puede apreciar en la figura 10. En presencia de iones
calcio sufre agregacion para formar hidrogeles por gelacion ionica, generando
un sistema conocido como esquema de caja de huevo, el cual se puede

observar en la figura 11**

COON OH GOONa
: C0ONa
o/m/ow 0
'OH O H . o IOH
0 OH y Na0OC  OH 0 Ho
0 M \/ 0 ™~
O cooNa O NeooC O
]
G G Estructura del alginato de sodio "

Figura 10. Estructura quimica del Alginato de sodio (Ghosal & Ray, 2011)

Figura 11. Esquema de caja de huevo (sabel Andueza, 2016)
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3. Justificacion

La depresion es un problema psicolégico serio y de salud que afecta tanto a
jovenes como adultos mayores, para el tratamiento de este trastorno existen
antidepresivos en formas farmacéuticas solidas orales, como capsulas o
tabletas, que han generado diferentes efectos adversos y efectos no deseados
como la adiccion, debido a las altas y frecuentes dosis para alcanzar la
concentracion terapéutica adecuada, lo que ha causado incluso que el paciente
suspenda el tratamiento. Dentro de este tratamiento farmacologico se
encuentra la duloxetina, un farmaco clase Il que presenta una baja

biodisponibilidad oral.

La utilizacion de nanoparticulas poliméricas de chitosan y alginato para
encapsular duloxetina podria ser una estrategia para resolver los problemas
relacionados a su baja biodisponilidad, solubilidad y efectos adversos, ademas
que podrian actuar como un posible acarreador para una formulacion para la
via nasal, ya que pueden ejercer una liberacion prolongada y una
mucoadhesion, para lo que acarrear el farmaco a través de la barrera
hematoencefalica, lo que podria generar un efecto mas rapido y una terapia

mas eficiente.

Por lo anterior, en este estudio se pretende generar nanosistemas poliméricos
mucoadhesivos, nanoparticulas de chitosan y nanoplexos de alginato,
cargados con duloxetina, a fin de obtener una materia prima optimizada para
gue se pueda utilizar para la formulacion de un sistema de administracion nasal
para este farmaco, e ir estableciendo una alternativa para el tratamiento de la

depresion mayor.
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4. Hipotesis

El uso de polimeros naturales como el quitosan y alginato permitira obtener de

manera eficiente nanoparticulas poliméricas que contengan duloxetina

encapsulada, las cuales podrian ser utilizadas como posible vehiculos

mucoadhesivos para el tratamiento de la depresion mayor.

5. Objetivos

5.1 Objetivo General

Obtener nanoparticulas poliméricas de alginato y chitosan cargadas con

duloxetina para ser propuestas como un vehiculo mucoadhesivo.

5.2 Objetivos Especificos

Llevar a cabo pruebas de solubilidad aparente de duloxetina en
diferentes disolventes para optimizar el método de manufactura de las
nanoparticulas; gelacién ionica en nanoparticulas de chitosan y
nanoprecipitacion en nanoplexos de alginato.

Desarrollar y validar un método analitico por espectrofotometria UV para
poder cuantificar el farmaco (duloxetina) durante los estudios de
encapsulacion.

Optimizar la manufactura tanto de las nanoparticulas de chitosan como
de los nanoplexos de alginato con ayuda de un disefio experimental.
Caracterizar las nanoparticulas obtenidas en sus caracteristicas de
tamafia promedio, potencial Z y eficiencia de encapsulacion, con base
en el disefio experimental establecido.

Optimizar los métodos de produccion mediante la estimacion de los
pardmetros de proceso para Vverificar la reproducibilidad de la

manufactura de las nanoparticulas.
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6. Materiales y equipos

6.1 Materiales

e Duloxetina - ANTVOL 20160425

e Alginato de sodio - Drogueria Cosmopolita

e Pluronic - SIGMA ALDRICH-073K0155

e NaCl — Drogueria Cosmopolita

e Chitosan - SIGMA ALDRICH 448869

e Acido acético al 1%

e Tripolifosfato - SIGMA ALDRICH -238503

e Metanol, Fosfato de sodio dibasico y Fosfato de sodio monobasico -

Reactivos Quimica Meyer.

6.2 Equipo

e Balanza analitica - OHAUS E12140

e Potenciometro — JENCO pH6175

e Espectrofotometro - UV/VIS AGILENT TECHNOLOGIES CARY60
e Zetasizer — MALVERM NANO-ZS90

e Parrilla de agitacion IKA - C-MAG-H57

e Vortex - SCIENCE MED MX-S

e Agitador multipuntos — VARIOMAG HP15

e Centrifuga

e Programa Statgraphics - CENTURION XVII

e Material de laboratorio
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7. METODOLOGIA

7.1 Pruebas de solubilidad aparente

Para este proyecto se decidio trabajar con el farmaco duloxetina. Para poder
desarrollar un método fue necesario conocer la solubilidad de este farmaco en
diferentes disolventes. Para la prueba de solubilidad se utilizaron tubos de
ensaye previamente rotulados, a cada uno de estos se le agregé 10 mg del
farmaco. Posteriormente a cada tubo se le adicion6 escalonadamente 100 yL
de un disolvente, hasta disolver completamente el farmaco, midiendo el
volumen total requerido para disolver la masa. Los disolventes utilizados fueron
Metanol, Etanol, Alcohol butilico, Dimetil Sulfoxido, Diclorometano, Buffer
fosfato 6.5 y acido acético 0.1%. La solubilidad aparente se determind por

triplicado y se reporta en mg/mL.

7.2 Validacion de un método analitico por UV para cuantificar
duloxetina

Se realiz6 la validacion de un método analitico por espectrofotometria UV para
este proyecto, con el fin de cuantificar duloxetina en las etapas del proyecto y
con ello evaluar el desempefio tanto de las nanoparticulas de chitosan como de

los nanoplexos de alginato en cuanto a la eficiencia de encapsulacion.

7.2.1 Determinacion de la longitud maxima de absorcion (A)

En dos matraces aforados de 10 ml se colocaron 10 mg de duloxetina en cada
uno, el primer tubo fue aforado con buffer fosfato pH 6.5 y el segundo tubo fue
aforado con acido acético al 1%, para obtener una solucion stock de cada una
a una concentracion de 1 mg/ml. De estas dos soluciones se tomaron 1000 pl y
se transfirieron en un matraz aforado de 10 ml, los cuales fueron aforados con
buffer fosfato pH 6.5 y acido acético al 1% respectivamente. Se realizé un
barrido en el espectro UV-VIS Cary 60 en un rango de 200 a 400 nm de
longitud de onda. El buffer pH 6.5 y la solucion de acido acético 1% fueron

utilizados como blancos en sus respectivos barridos.
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7.2.2 Curva de calibracion

Para asegurar confiabilidad de resultados, los métodos analiticos se someten a
un proceso de validacion. La validacion para la cuantificacion de duloxetina fue
realizada por espectrofotometria UV, esto ayudd con la cuantificacion del

farmaco durante la experimentacion.

Para la validar el método se siguieron las recomendaciones de la FEUM 12va

edicion. 8

Para la determinacién de la linealidad se utilizaron 5 puntos a diferentes
concentraciones, midiendo la absorbancia a cada concentracion. Con los datos
se construyé un grafico de dispersion, se obtuvo la linea de regresion por
minimos cuadrados, la ecuacion de la recta y el coeficiente de determinacion
(r?). Para este paso se necesitd6 de una solucion stock, para ello se agregaron
10 mg de duloxetina en un matraz volumétrico de 10 ml, posteriormente se

aforé con metanol para obtener una concentracion de 1 mg/ml.

Después de obtener la solucion stock se continué con la realizacion de las
diluciones utilizando agua destilada y asi obtener la curva de calibracién por
triplicado, en un rango de concentracion de 10 a 50 pg/mL. Estas diluciones se

leyeron a una longitud de onda 290 nm.

Para medir la repetibilidad y la exactitud se evaluaron curvas de calibracién en

diferentes dias, obteniéndose el coeficiente de variacion.

7.3 Obtencion de Nanoplexos de alginato

Las nanoparticulas de alginato se obtuvieron como nanoplexos, los cuales son
nanoestructuras que se obtienen por la interaccion electrostatica de dos
especies de carga opuesta; un poliébn y especies de carga opuesta. Para
obtener esta condicion se utilizé un pH en el medio de preparacion que permitid

tener el alginato ionizado y la duloxetina protonada.
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7.3.1 Diseifio experimental

Con base en un analisis bibliografico se fijaron condiciones de proceso en la
elaboracion de los nanoplexos, con el fin de encontrar las condiciones mas

eficientes.

Se utilizo6 el Programa Statgraphics CENTURION XVII para generar una matriz
de disefio, mediante un disefio experimental 2A2; estableciendo la proporcion
entre el polimero-farmaco (X;) y el porcentaje de estabilizante (X;) como
factores. Los niveles de los factores fueron para la proporcion P-F: 0.5-1.0 y
para estabilizante fue de: 0.2-0.5%. Las variables de respuesta elegidas fueron

el tamafio promedio (Y1) y la eficiencia de encapsulacion (Y>).

7.3.2 Produccion de nanoplexos de alginato por
nanoprecipitacion ionica

Para la produccién de nanoplexos se siguio la matriz experimental obtenida, en
un proceso a escala pequefia; un volumende 10 ml en total en todo el
proceso. Como primer paso en un vaso de pp de 15 ml se agregaron 15 ml de
buffer fosfato pH 6.5y posteriormente se agregd el polimero alginato a la
proporcién correspondiente. En el interior del vaso pp se colocé un agitador
magnético de 1 cm, manteniendo en agitaciéon por 24 h. Una vez transcurrido
el tiempo se agregd el surfactante (Pluronic) y NaCl para asegurar la
estabilidad coloidal de los nanoplexos resultantes (Solucién A). Después en
otro vaso de pp de 15 ml, se agregaron 5 ml de buffer fosfato pH 6.5 mas el
farmaco, segun la proporcion indicada en el disefio, agitando de la misma
forma durante 15 min (Solucién B). Posteriormente, la solucion B fue agregada
con ayuda de una jeringa de 5 ml por goteo con flujo constante a la solucién A
bajo agitacion (Solucion C). Para recuperar los nanoplexos la suspension final
fue centrifugada durante 1 h a temperatura ambiente y el sobrenadante fue
separado del precipitado. El precipitado donde se encuentran los nanoplexos
fue resuspendido en agua para determinar el tamafio promedio y el potencial Z
como se indica mas adelante. El Sobrenadante fue analizado en el
espectrofotometro UV/VIS para determinar el farmaco libre y por diferencia de
concentracion determinar el porcentaje de encapsulacion como se muestra

mas adelante. ?°
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7.3.3 Optimizacion de los nanoplexos de alginato

Una vez que se desarrollaron todos los experimentos, los resultados fueron
analizados por superficie de respuesta en el software Statgraphics Centurion
XVI para obtener las condiciones de optimizacion, es decir, los niveles de los
factores donde se encuentran los objetivos de optimizacion. Los objetivos de
optimizacién fueron nanoplexos de menor tamafio promedio (Y1) y la mayor

eficiencia de encapsulacion (Y>).

7.4. Obtencion de nanoparticulas de chitosan

7.4.1 Diseino experimental

Con base en un andlisis bibliogréfico para la elaboracion de las nanoparticulas
de chitosan por gelacién i6nica se establecieron los factores de trabajo. Se
utilizé el Programa Statgraphics CENTURION XVII para generar la matriz de
disefio, mediante un disefo experimental 2A3, estableciendo las
concentraciones de Chitosan (X;), Tripolifosfato (Tpp)(X2) y duloxetina (X3). Los
niveles de los factores fueron para chitosan: 0.5-1.5%, para Tpp: 0.05-1% y
Duloxetina: 0.25-0.75%. Las variables de respuesta elegidas fueron el tamafio

promedio (Y,) y la eficiencia de encapsulacion (Y5).

7.4.2 Preparacion de las nanoparticulas de chitosan por
gelacién ionica

Se seleccionaron las combinaciones entre la cantidad de polimero, farmaco y
Tpp proporcionales al numero de experimentos arrojados por el disefio
experimental. Como primer paso se utilizd un volumen pequefio para el
desarrollo de las nanoparticulas, 7 ml en total en todo el proceso. En un vaso
pp de 10 ml se agregaron 5 ml de acc 1% y posteriormente se agrego el
polimero chitosan (Se colocd en el interior del vaso pp un agitador magnético
de 1 cm, esta fue colocada en el agitador multipuntos manteniéndose en
agitacion por 24 h). Una vez pasadas las 24 h se agregd el farmaco
(duloxetina) con agitacion constante durante 30 min. (Solucién A). En un tubo

de ensaye por separado se prepard una solucién de Tpp con la concentracién
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correspondiente arrojada en el analisis experimental (Solucién B). Una vez que
paso el tiempo de agitacion de las dos soluciones, se agregd 2 ml de Tpp
(solucién B) con ayuda de una jeringa por goteo con flujo constante a la
solucion A en agitacion (Solucion C). Para recuperar las nanoparticulas, la
suspension final fue centrifugada durante 1 h a temperatura ambiente. El
sobrenadante fue separado del precipitado, posteriormente las nanoparticulas
de chitosan fueron resuspendidas en agua para determinar el tamafio promedio
y potencial Z de estas. El Sobrenadante fue analizado en el espectrofotometro
UV/VIS para determinar el porcentaje de encapsulacion del farmaco (mediante

diferencia de pesos como se muestra méas adelante).

7.4.3 Optimizacion de las nanoparticulas de chitosan

Una vez que se desarrollaron todos los experimentos, los resultados fueron
analizados por superficie de respuesta en el software Statgraphics Centurion
XVI para obtener las condiciones de optimizacion, es decir, los niveles de los
factores donde se encuentran los objetivos de optimizacion. Los objetivos de
optimizacién fueron nanoparticulas de menor tamafio promedio (Y1) y la mayor

eficiencia de encapsulacion (Y2).

7.5 Determinacion del tamafio promedio de particula

Para medir el tamafio de las particulas fue necesario centrifugar la preparacion,
para que las nanoparticulas precipitaran, separando lo que no fue encapsulado.
El botén de centrifugacion se resuspendié en 1 ml de agua destilada y fue
colocado dentro de una celda y leido en el Zetaziser®. Se realizaron lecturas
por triplicado, a un angulo de 90°, utilizando agua destilada como agente

dispersante.

7.6 Determinacion del potencial Z

Para medir el potencial Z de las particulas se utilizd un equipo Zetaziser®,
colocando la suspension de nanoparticulas en una celda de potencial Z. Las

mediciones se realizaron por triplicado.
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7.7 Determinacion de la Eficiencia de Encapsulacion de
duloxetina en los nanoacarreadores

Para la determinacion del porcentaje del farmaco encapsulado se tomo el
sobrenadante de cada uno de los experimentos, el cual fue medido en un
equipo espectrofotometro UV-VIS Cary 60. Para calcular la eficiencia de
encapsulacion (%EE), se determind la masa de farmaco libre, la cual se

referenci6 a la cantidad inicial, empleando la siguiente formula:

WEE = mg iniciales — mg sobrenadante 100
R mg Iniciales *

8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Pruebas de solubilidad

La tabla 3 muestra los resultados de solubilidad aparente para duloxetina. Con
base en los resultados se seleccion6 el metanol para disolver duloxetina en el
método de cuantificacion. Tomando como base la solubilidad del farmaco en
acc 1% y buffer 6.5, se calcularon los volimenes a emplear en los métodos de

manufactura propuestos.

Tabla 3. Solubilidad aparente de duloxetina

Disolventes Solubilidad
Metanol 42.2 mg/ml
Etanol 41.6 mg/ml
Alcohol Butilico 5.15 mg/ml
Dimetil Sulfoxido 20.6 mg/ml
Diclorometano 20.2 mg/ml
Buffer 6.5 0.55 mg/ml
Acc 0.1% 10.3 mg/ml
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8.2 Validacion del método analitico

Para confirmar la identidad del farmaco se realiz6 un barrido para seleccionar
la longitud de onda de méxima absorcion en el espectro UV (200-400 nm), el
cual se muestra en la figura 12. Asimismo, se comparé este espectro con lo
reportado en la literatura (ver figura 13), verificando la identidad del farmaco

(Duloxetina). La longitud de onda de maxima absorcién encontrada fue de 290

nm.
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Figura 13. Barrido UV Duloxetina (D. Anderson 2006)
Los parametros evaluados en la validacion con resultados se muestran en la

tabla 4. Se puede apreciar que se cumplen las especificaciones, por lo que se
puede indicar que el método por espectrofotometria UV-Vis para duloxetina es

confiable para cuantificar el farmaco.
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Tabla 4. Resultados de la validacion analitica

Parametro Resultado Especificacion
Linealidad r*: 0.9983 0.98 - 1.00
Precision CV: 0.00033796% <2%
Exactitud CV: 1.63049883% <2%

8.3 Obtencion de las nanoparticulas y nanoplexos cargados

con duloxetina

Con ayuda del software Statgraphics Centurion XVI se obtuvieron matrices de
disefio para la elaboracién de los nanoplexos de alginato y las nanoparticulas
de chitosan. Los factores y niveles descritos en la metodologia fueron utilizados

en la elaboracion de disefios 2. Las tablas 5y 6 muestran la matriz de disefio

y los resultados obtenidos para cada tipo de nanoparticula.
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Tabla 5. Matriz de Disefio 2° con punto central para la obtencién
de nanoparticulas de chitosan, y resultados obtenidos

No. X1 Xo: Xs: Y,: Eficiencia  Yq: Diametro
Experimento  Concentracién Concentracion Concentracion de Promedio
de Chitosan % de Tpp % de Duloxetina Encapsulacion (nm)
(%)
1 1 0.075 0.5 87.64 506.9
2 1 0.075 0.5 42.28 413.1
3 15 0.1 0.25 34.54 119.63
4 0.5 0.05 0.75 14.88 158.6
5 15 0.05 0.75 1.60 374.1
6 0.5 0.1 0.75 12.76 264.4
7 15 0.05 0.25 8.40 176.1
8 15 0.1 0.75 17.54 267.2
9 0.5 0.05 0.25 35.71 166
10 0.5 0.1 0.25 41.79 112.7

De acuerdo a la matriz de disefio de la tabla 5 se prepararon las nanoparticulas
de chitosan con las diferentes combinaciones proporcionadas por el programa,
con el fin de encontrar la combinacién méas 6ptima para los factores: didmetro y
la eficiencia de encapsulacion.

En la tabla 5 se muestra resultados dispersos, ya que se utilizaron diferentes

porcentajes de chitosan, duloxetina 'y Tpp.

El programa de Statgraphics arrojo graficos que describen el comportamiento
de las variables en la fabricacibn de nanoparticulas. Una de estas graficas
obtenidas es el diagrama de Pareto (Figura 14), el cual determina los factores

mas influyentes al generar las nanopartciulas de chitosan.
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Diagrama de Pareto estandarizado para diametro de nanoparticulas
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Figura 14: Diagrama de Pareto de nanoparticulas de chitosan.

En el diagrama de Pareto se observa que ninguna de las variables tiene efecto
significativo sobre la variable de respuesta, sin embargo la cantidad de
duloxetina es la variable que mas efecto significativo tiene sobre el diametro de
las nanoparticulas en comparacién con las otras variables. En la Figura 15 se
puede apreciar la superficie de respuesta estimada del efecto de las variables
de disefo.
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Figura 15: Superficie de respuesta de nanoparticulas de chitosan

Las variables que se tomaron para este disefio son el % de la cantidad de
quitosan y el % de la cantidad de TPP para optimizar la eficiencia de carga. En
la figura 15 se puede observar que al manejar cantidades altas de TPP la
eficiencia de carga aumenta, mientras que si se manejan valores intermedios
de chitosan la eficiencia de carga también se ve favorecida. Siguiendo estas
condiciones descritas en el diagrama de superficie de respuesta, el porcentaje

mas alto de eficiencia de encapsulaciéon en el disefio experimental fue de 87%.

43



Tabla 6. Matriz de Disefio 2° con punto central y una réplica
para la obtencion de nanoplexos de alginato, y resultados
obtenidos

No. Xi: Xa: Y,: Eficiencia Y;: Didmetro

Experimento Proporcion Estabilizante de Promedio (nm)
P-F % encapsulacion
(%)

1 1 0.2 49.10 768.2
2 1 0.5 46.62 495.6
3 0.75 0.35 57.60 3.248
4 0.5 0.5 35.12 460.9
5 0.5 0.2 56.97 112.7
6 0.75 0.35 70.57 463.1
7 1 0.2 40.35 188.2
8 1 0.5 69.52 495.3
9 0.75 0.35 60.53 276.1
10 0.5 0.5 55.59 111.3
11 0.5 0.2 2.11 1103
12 0.75 0.35 71.90 195.7

De acuerdo a la matriz de disefio de la tabla 6 se prepararon los nanoplexos de
Alginato con las diferentes combinaciones proporcionadas por el programa, con
el fin de encontrar la combinacién mas éptima para los factores: didmetro y la
eficiencia de encapsulacion.

En la tabla 6 se muestra resultados dispersos, ya que se utilizaron diferentes

porcentajes de radio P-F y estabilizante.

El programa de Statgraphics arrojo graficos que describen el comportamiento
de las variables en la fabricacibn de nanoplexos. Una de estas graficas
obtenidas es el diagrama de Pareto (Figura 16), el cual determina los factores

mas influyentes al generar los nanoplexos de Alginato.
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Diagrama de Pareto estandarizado para la eficiencia de carga
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Figura 16: Diagrama de Pareto Nanoplexos de Alginato.

En el diagrama de Pareto se observd que para ambas variables (estabilizante y
radio P-F) por separado ejercen efecto positivo en la eficiencia de carga
(Variable de respuesta).

En la Figura 17 se puede apreciar la superficie de respuesta estimada del

efecto de las variables de disefio.
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Superficie de respuesta estimada
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Figura 17: Superficie de respuesta de nanoplexos de alginato

Las variables que se tomaron para este disefio son el radio P-F y el % de

estabilizante para optimizar el diAmetro de los nanoplexos Alginato.

En la figura 17 se puede observar que al manejar cantidades bajas de
estabilizante el diametro de los nanoplexos disminuye, mientras que si se
manejan valores altos de radio P-F también el didmetro de los nanoplexos se
ve disminuido. Siguiendo estas condiciones descritas en el diagrama de
superficie de respuesta, el diametro mas pequefio en el disefio experimental
fue de 3.248 nm.
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8.3.1 Optimizacion de los nanoacarreadores

Considerando como objetivos de optimizacion el tamafio promedio mas

pequefio y la mayor eficiencia de encapsulacion, con la ayuda de las

herramientas de optimizacion del software Statgraphics Centurion XVI y con

base en la ecuacion de superficie de respuesta se estimaron los niveles de los

factores que permitan obtener los objetivos de optimizacion. Las tablas 7 y 8

muestran los niveles estimados, asi como los resultados de la verificacion de

las condiciones mediante el desarrollo de cinco réplicas para cada caso. Se

prepararon 5 lotes de cada sistema siguiendo las condiciones Optimas, los

resultados individuales se promediaron dando un aproximado similar con los

resultados estimados por la superficie de respuesta.

Tabla 7. Optimizacion y verificacion de los nanoplexos de

alginato
Factor Niveles Variable de Resultado de la
Optimizados Respuesta estimada | verificacion con 5 lotes
Estimados (esperada) experimentales
X1: Radio P-F 0.58% Y.: Tamafo Y1: Tamafo promedio:
promedio: 242.9 nm | 236.9 + 51.3 nm
Xo: Estabilizante 0.5% Y,: Eficiencia de Y,: Eficiencia de

(%)

encapsulacion:
54.3%

encapsulaciéon: 37.5 £
4.9%

Tabla 8. Optimizacion y verificacion de las nanoparticulas de

chitoséan

Factor Niveles Variable de Resultado de la
Optimizados Respuesta estimada | verificacién con 5 lotes
Estimados (esperada) experimentales

X;: Cantidad de 0.5% Y1: Tamafo Y1: Tamafo promedio:

Chitosan (%) promedio: 189.9 nm | 195.3 + 29.3 nm

X,: Cantidad de 0.1% Y,: Eficiencia de Y,: Eficiencia de

Tpp (%) encapsulacion: encapsulaciéon: 37.9 £

50.8% 9.6%
Xs: Cantidad de 0.25% 0.5% Se reporta la media £

Duloxetina (%)

DE

El programa arrojé las condiciones Optimas que daran los nanoacarreadores

con diametro mas pequefio y mayor

encapsulacion. Experimentalmente los

nanoacarreadores resultaron ser aproximadamente similares. Los factores
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como el estabilizante y la cantidad de farmaco influyen en el factor de

respuesta.

9. CONCLUSIONES

Se logr6 obtener nanoparticulas de chitosan y nanoplexos de alginato
optimizados mediante el método de gelacion i6nica y nanoprecipitacion
respectivamente, con tamafios promedio alrededor de 195.3 nmy 236.9 nmy
una eficiencia de encapsulacion de duloxetina de 37.9% y 37.5%, las cuales
presentan caracteristicas tecnolégicas para poder ser empleadas en el

desarrollo de una formulaciéon de administracion nasal.

e Las pruebas de solubilidad mostraron que el farmaco utilizado
(duloxetina) no presenta problemas de la disolucién en los disolventes
utilizados en la metodologia de ambos nanosistemas.

e Fue posible el desarrollo y validacibn de un método analitico para
cuantificar duloxetina durante estudios de encapsulacion.

e Con ayuda del programa Statgraphics Centurion XVI se logr6 tener las
diferentes condiciones experimentales para la manufacturas de las
nanoparticulas de chitosan y nanoplexos de alginato.

e Se logré caracterizar a los nanosistemas de acuerdo a su tamafio
promedio, potencial Z y eficiencia de encapsulacion éptimos por medio
de equipos indicados. Con la preparacion de 5 lotes de cada sistema
siguiendo las condiciones Optimas, se logré obtener resultados
aproximadamente similares, para verificacion de la reproducibilidad de la

manufactura de las nanopatrticulas.
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11. ANEXOS

Anexo 1

Datos de la curva de calibracion

Conc.

ug/mL
10
10
10
20
20
20
30
30
30
40
40
40
50
50
50

Anexo 2

Abs

0.2078
0.2115
0.2062
0.4197
0.4149
0.4184
0.6270
0.6347
0.6233
0.8041
0.8225
0.8165
1.0547
1.0038
1.0313

Promedio
Ds
Cv

0.020727122
0.000337955
1.630498834

12. Caracteristicas promedio de nanoplexos de alginato

(experimentales)
Lote p-l;inrgzg(i)o Eiféglp?sn lj: II:c(ijg n Potencial Z
190.4 37.97 -6.41
2 144 43 -1.99
3 190.2 31.81 -1.72
4 224.4 41.66 -4.25
5 435.6 33.14 -3.51
Media 236.92 37.516 -3.576
DE: 51.2891256 4.97897881 1.90067883
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12.1. Caracteristicas promedio de nanoparticulas de chitosan

(experimentales)
ote | pramete | peroende, | powncaiz
1 169.1 30.22 -0.0251
2 215.3 50.46 -0.498
3 204.2 46.22 -0.00292
4 160.3 31.6 -1.06
5 227.6 31.15 -0.569
Media 195.3 37.93 -0.431004
DE:  29.2999147 9.63335871  0.43794443
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