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RESUMEN

La administracién de biomacromoleculas ha tomado gran importancia
en el dltimo tiempo, haciendo necesaria nuevas formas de administracion.
Como vehiculos para estas nuevas estrategias, nanoemulsiones vy
nanocapsulas han dado resultados prometedores, pudiendo entregar y
proteger diversas biomacromoleculas. Sin embargo, aun falta un estudio
sisteméatico de formulaciones para comprender los efectos de las distintas

variables de formulacion.

En esta tesis se han estudiado diferentes formulaciones en cuanto a sus
caracteristicas fisicoquimicas, estabilidad y capacidad de carga de una
enzima modelo (lisozima). Formulaciones seleccionadas fueron
caracterizadas en cuanto a sus propiedades de liberacion de la enzima, y su

actividad e integridad posterior a la liberacion fue caracterizada

Condiciones para la obtencion de formulaciones estables, con tamafio
de particula y polidispersidad aceptables fueron definidas. En formulaciones
seleccionadas, se pudo aumentar la capacidad de carga con alta eficiencia de
encapsulacion y con una variedad de perfiles de liberacién. S6lo algunas
formulaciones lograron mantener niveles de actividad y configuracion

secundaria adecuados.

Finalmente, se identificaron la cantidad de lecitina y la presencia del
recubrimiento polimérico como los factores mas importantes dentro de las

variables de formulacion que permitieron una formulacion optimizada.



ABSTRACT

Biomacromolecule administration has gained importance over past
years raising the need for new administration strategies. As such,
nanoemulsions and nanocapsules have given promising results, being able to
carry and protect diverse biomacromolecules. However, the field still lacks a

systematic study of formulations in order to optimize their use.

In this thesis, a variety of formulations have been studied in terms of
physicochemical properties, stability and loading capacity of a model
enzyme. Selected formulations were then characterized for their lysozyme
release properties, activity and enzyme integrity was also characterized after

release.

Conditions for achieving stable formulations with adequate size and
polydispersity properties were determined. Lysozyme loading was enhanced
with high encapsulation efficiency and a variety of release profiles. Only
some formulations were able to maintain their activity and secondary

structure after release.

Finally, the amount of lecithin and the use of a polymeric coating were
identified as the most important formulation variables leading to an optimized

formulation.
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INTRODUCCION

El avance de las ciencias médicas y farmacéuticas hacia nuevos
tratamientos ha llevado al desarrollo de nuevas biomacromoléculas de dificil
sintesis u obtencion, lo que resulta, entre otros, a que tengan un alto costo.
Las biomacromoléculas son convencionalmente conocidas como unidades
estructurales y funcionales fundamentales para la célula, dentro de los cuales
se incluyen acidos nucleicos, proteinas, polisacaridos y peptidos, entre otros
[1]. Dentro de estas biomacromoléculas existen varias con una alta utilidad
terapéutica como por ejemplo péptidos y proteinas endégenas como la

insulina o la hormona del crecimiento [2].

Normalmente, las biomacromoléculas son administradas por via
intravenosa, siendo asi posible controlar con exactitud la dosis a administrar
y alcanzar un efecto practicamente inmediato o sostenido en caso de
administraciones subcutaneas, por ejemplo. Debido a su baja
biodisponibilidad debido a su gran tamario y solubilidad, eso sumado a su
estabilidad en medio acido del estomago, es que la ruta parenteral tiene una
importante aplicabilidad a la formulacion de farmacos biomacromoléculares

[3]. Sin embargo, los inyectables también presentan ciertas desventajas, como



es la, necesidad de que sea administrado por un profesional capacitado, la
imposibilidad de remover el farmaco una vez administrado en caso de errores
con la dosis o identidad del farmaco, incomodidad del paciente a la hora de
la inyeccion. Esto es claramente visto en pacientes con fobia a las agujas y en
algunos pacientes con diabetes se ha visto una hipoglicemia por
hiperinsulinemia después de la administracion de la insulina debido a que una
administracion parenteral no es andloga al funcionamiento normal del
pancreas [4]. Ademdas que el proceso de asegurar la esterilidad de la

formulacién encarece el proceso [5].

Tomando en cuenta dichas desventajas, se requiere una busqueda de
rutas alternativas, siendo la mas aceptada por el paciente la ruta oral. Sin
embargo, estos farmacos pueden ser degradados por el pH acido estomacal,
enzimas en ambos intestinos, bacterias en el intestino grueso, y baja
absorcion [6,7]. Por esto, es de vital importancia poder encontrar nuevas
tecnologias para vehiculizar estas biomacromoléculas para que asi lleguen de
forma eficaz a los tejidos blancos de las distintas patologias. Otra estrategia
para la administracién efectiva de biomacromoléculas es la evaluacién de
otras rutas, como la nasal, ocular, bucal y pulmonar entre otras. Con esta

estrategia se busca un correcto vehiculo que permita una Optima
2



permeabilidad epitelial, sin afectar la estabilidad de la molécula ni su eficacia
[8].

Aca es donde la nanotecnologia ha tomado gran relevancia, existiendo
diversas revisiones bibliograficas, como es el caso del descrito por Bakhru et
al. (2013) donde describen caracteristicas que pueden llevar a una buena
absorcion oral [9], o también el realizado por Zhu y Liao (2015) que retnen
nanoparticulas con aplicacion en terapias oncologicas [10]. Algunos
ejemplos de nanoestructuras utilizadas en medicina incluye el primer
nanofarmaco aprobado por la FDA para el tratamiento del sarcoma de Kaposi
en pacientes con SIDA: la doxorubicina liposomal (Doxil) [11].
Adicionalmente, nanoparticulas metalicas han sido parte del arsenal de
nanomedicinas desarrolladas. Dentro de estas, las nanoparticulas de oro son
potenciales agentes terapéuticos y de diagnostico (término acufiado como
teranostica) ya que han sido utilizados como agentes de contraste y
potenciadores de radiacion [9,10]. Otros vehiculos de tamafio nanométrico
utilizado han sido nanovarillas, nanotubos, nanoparticulas inorganicas,

ciclodextrinas, dendrimeros entre otros [14,15].



Esta investigacion esti centrada en el desarrollo de nanoemulsiones
(NE) y nanocépsulas (NC) como vehiculos de biomacromoléculas. Una NE
esta constituida por un nucleo oleoso de tamafio nanometrico disperso en una
fase acuosa y estabilizado por surfactantes [16]. Por otro lado, las NC a
utilizar en esta investigacion son esencialmente una NE como la antes
mencionada, con un recubrimiento polimérico adicional [17]. Cabe destacar
que tomando en cuenta el método de fabricacion y las caracteristicas
fisicoguimicas de los materiales, el activo también puede estar contenido en

el recubrimiento polimérico.

NE han demostrado ser buenos vehiculos para la administracion de
farmacos con pobre solubilidad, es decir, clase Il y IV segun el sistema de
clasificacion biofarmacéutica debido a su nucleo oleoso, aumentando la
concentracion de estos en el plasma de forma significante [18,19]. Pero en la
interfase hidrofilica también puede permitir la vehiculizacion de
biomacromoléculas [20] donde se ha demostrado que han aumentado su

biodisponibilidad, debido a la gran encapsulacion que otorgan [21].

Por su parte, formulaciones de nanocépsulas (NC) con carga superficial

negativa, debido al polimero usado, han permitido la administracion ocular



de ciclosporina A [8] y de metipranolol [22]. Posteriormente se incorpord un
doble recubrimiento por medio de quitosano para conseguir NC de carga
positiva que interactuaran mayormente con las membranas celulares [23]. La
incorporacion de diazepam resultd en una liberacion del farmaco mas
controlada. Una investigacion de NC mas alineado al objetivo de esta
investigacion involucro el uso de insulina. Para esta investigacion, NC de
quitosano incorporadas con insulina fueron desarrolladas para la via nasal
utilizando. Esta investigacion demostrd que estas formulaciones, con un
tamafo alrededor de 250 nm, lograban una correcta vehiculizacion de
insulina resultando en una disminucidn de los niveles de glicemia en sangre
[24]. Esta investigacion ademas describe la eficacia de administrar
calcitonina de salmén mediante estas NC por via oral. El efecto de esta
formulacién fue evidenciado a través de una disminucion en los niveles de
calcemia en ratas [25]. Asi existen numerosos trabajos de estos
nanoestructuras que son utilizadas para vehiculizar diferentes

biomacromoléculas con resultados prometedores [6].

Previas investigaciones han identificado la importancia de variables
individuales, como el polimero usado en el recubrimiento o los diferentes

procedimientos para lograr los nanovehiculos [26]. Cambios en algunas de
5



estas variables pueden afectar el rendimiento de las nanoestructuras con
consecuencias sustanciales ademéas en la estabilidad en distintos medios,
perfil de liberacion y rango de tamafio, lo que resulta en una diferencia en la

eficacia de estos vehiculos [25].

Sin embargo, no existen estudios sistematicos sobre como los materiales
afectan en las diversas caracteristicas de las nanoestructuras. Ademas, es de
vital importancia comprender la relacion entre las variables de formulacion y
la estabilidad tanto del vehiculo como del activo a encapsular. Es por esto
que el objetivo de este estudio es primeramente optimizar las formulaciones
de NE y NC, haciendo un estudio sistematico mediante utilizando un

diagrama ternario.

Posteriormente, se incorporar& un modelo de farmaco
biomacromolécular a las formulaciones seleccionadas para determinar el

comportamiento de estas al ser cargadas con el activo.



Asi, el activo biomacromolecular que se afiadira para estudiar diferentes
caracteristicas de las formulaciones seleccionadas sera lisozima, una enzima
modelo. Esta enzima es resistente a cambios de pH y temperatura [27] y tiene
metodologias de andlisis bien descritas e implementadas en el grupo de
investigacion [28,29], por lo tanto, constituye un adecuado modelo para la

evaluacion de nanovehiculos para biomacromoléculas.



HIPOTESIS
La optimizacion de la formulacion de nanoemulsiones y nanocapsulas
cargadas con una biomacromolécula (lisozima) permite la mejora de la

estabilidad y mantiene la actividad de la enzima.

OBJETIVO GENERAL
Determinar las variables mas importantes en el proceso de fabricacion
de nanoemulsiones y nanocapsulas para optimizar formulaciones en cuanto a

su capacidad de carga y estabilidad, sin alterar la actividad de la lisozima.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1.  Analizar mediante un diagrama ternario, las variables de formulacion
de los nanovehiculos y caracterizarlos en cuanto a tamarfio, polidispersidad y

potencial zeta.



2. Determinar las formulaciones que presentan mayor estabilidad
coloidal en el tiempo en cuanto a cambios en sus caracteristicas

fisicoguimicas tales como tamafio, polidispersidad y potencial zeta.

3. En nanovehiculos seleccionados, incorporar lisozima y evaluar sus
propiedades fisicoquimicas junto con su capacidad de encapsulacion del

farmaco modelo.

4, Determinar, en formulaciones seleccionadas, el perfil de liberacion,
actividad y configuracion de la enzima luego de todos los procesos que de

formulacion del nanovehiculo.



MATERIALES

Lecitina de soya (Sigma Aldrich, USA)

Migliol 812 (Nisshin Qillio, Japan)

Lisozima de huevo de pollo (Sigma Aldrich, USA)
Polimero EE Polvo oral (Eudragit® E PO, Evonik, USA)
Pared de Micrococcus lysodeikticus (Sigma Aldrich, USA)
MicroBCA Protein Assay Kit (ThermoFisher, USA)

Solventes y agua miliQ

10



METODOS

Objetivo 1

Disefo de formulaciones por medio del uso de un diagrama ternario
Se realizd un diagrama ternario (Figura 1), el cual es un método para

analizar las proporciones de una formulacion que contiene tres ingredientes
(fase acuosa, oleosa y surfactante). Cada vértice del tridngulo representa que
100% de la formulacién contiene el ingrediente que esta representado en
dicho vértice, bajando gradualmente, en los niveles o lineas paralelas, hasta
el lado contrario que representa el 0% del ingrediente en la formulacion. La
combinacion de las lineas de representan un mapa de proporcion de
ingredientes donde cada punto corresponde a formulaciones individuales con

distintos porcentajes de agua, migliol y lecitina.
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Agua

10 4— 90
20 . 80
30 v Y 70
40 Y y 60

50 50

60 : 40

70 30

80 . 20

90 10

Miglio

Lecitina

10 20 30 40 50 60 70 80 90

Figura 1 Diagrama ternario, se muestran los porcentajes de cada ingrediente del mismo color.

La sintesis de NE y NC esta basada en un protocolo descrito
previamente por medio de desplazamiento de solvente [30]. El proceso
consiste en disolver una masa determinada de surfactante (lecitina) en 500
uL de etanol con ayuda de un vortex, agregar la cantidad establecida de aceite
(migliol), homogenizar, para luego agregar 9.5 mL de un solvente organico
miscible con agua (acetona) y rapidamente verter esta mezcla en agua (que
contiene el polimero disuelto en caso de las NC) que se encuentra en
agitacion. Luego los solventes (etanol y acetona) son eliminados mediante

rotaevaporacion hasta llegar a un volumen final de 5 mL.

12



Caracterizacion por dispersion dindmica de la luz (DLS) y velocimetria
laser Doppler
Tamarfio de particula e indice de polidispersidad fue determinada por

dispersion dinamica de la luz (DLS por su nombre en inglés). Esta técnica
establece una relacion entre el movimiento browniano de la particula y su
diametro hidrodindmico, permitiendo asi conocer el tamafio promedio de las
particulas y ademas su polidispersidad. Para esto se tomaron 10 pL del
nanovehiculo, y se llevo a 1 mL con agua miliQ. Luego de homogenizar, la
dispersion fue incorporada en una celda DTS 1060, previamente lavada 3
veces con etanol absoluto y agua miliQ, para proceder con la medicion en un
Zetasizer ZS (Malvern Instruments, Malvern, Reino Unido). Entre

mediciones, la celda es lavada tres veces con etanol absoluto y agua miliQ.

Potencial zeta, una caracteristica fisica que presentan las particulas en
suspensiodn debido a la carga que presentan en su superficie, se determino por
medio de velocimetria laser Doppler. Esta técnica (realizada en el mismo
instrumento Zetasizer ZS) consiste en aplicar un voltaje reducido y, mediante
dispersion de la luz, determinar la movilidad electroforética de dichas
particulas y relacionandola con su carga superficial. El potencial zeta es
Importante conocer ya que afecta de manera importante a la estabilidad de las

particulas en suspension [31]. La fuerza de repulsion ejercida por la carga
13



superficial a la que estaran sometidas las particulas permite la estabilizacion
coloidal. Gracias a que el instrumento permite realizar las mediciones de
tamafo y potencial zeta en una misma muestra en rutinas continuadas, las

mismas condiciones de preparacion de muestra fueron utilizadas aqui.

Obijetivo 2

La estabilidad se analizara a través de los cambios en los pardmetros de
tamafio, polidispersion y potencial zeta después de un mes sometido a
condiciones de almacenamiento ambientales (25°C y 60% HR) y refrigeradas
(entre 2 y 8°C). Para la determinacion de estos parametros se utilizaran las

metodologias detalladas anteriormente.

Obijetivo 3

A partir de formulaciones seleccionadas, se incorporara una enzima
modelo, lisozima, en la fase organica de los nanovehiculos, en

concentraciones del 1, 5y 10% p/p en relacion a la cantidad de solido o parte

14



oleosa en la formulacion. Ademas, se analizara el cambio de las propiedades

fisicoguimicas de los vehiculos para inferir su estabilidad.

La capacidad de encapsulacion se determinara indirectamente a traves
de la teécnica de microBCA previa separacion del sobrenadante por
ultrafiltracion. Esta técnica consiste en una determinacion colorimétrica de la
lisozima libre, y por diferencia se conocera lo que fue efectivamente
encapsulado. La metodologia de separacidn consiste en una separacion del
sobrenadante, agregando 2 mL del vehiculo a un tubo Vivaspin 2 de con filtro
de 100 kDa, el cual fue sometido a centrifugacion de 6000 RPM por 1 hora.
En este sobrenadante es determinada la cantidad de lisozima no encapsulada
mediante microBCA [32]. Para esto se incub0 (duplicado las muestras y
triplicado la curva de calibracion) las soluciones con el reactivo de trabajo en
una microplaca de 96 pocillos durante 2 horas a 37°C, luego medir su

absorbancia a 562 nm.

15



Objetivo 4

Cinética de liberacion
La cinética de liberacion fue determinada por la cuantificacién de

lisozima liberada en 50 mL de buffer fosfato a pH 7,4, 37°C y en agitacion
orbital de 100 rpm [33]. Para separar lo liberado de lo aun en las NE/NC,
membranas de dialisis se utilizaron para contener las dispersiones, y lisozima
liberada se cuantificé en el medio de liberacion. Se sacé una alicuota de 1 mL
cada hora hasta las 7 horas y luego a las 24 horas. La cantidad de enzima en
solucion fue determinada también mediante la técnica de microBCA

detallada arriba.

Actividad enzimatica
La actividad enzimatica, un indicativo de la integridad de la

biomacromolécula en los procesos a los que es sometida, se analiz6 mediante
la determinacion de lisis de la pared celular de Micrococcus lysodeikticus.
Esto se determina mediante ensayos turbidimétricos donde la actividad de la
lisozima es evidenciada a traves del aclaramiento de la dispersion bacteriana
debido a su efecto litico. Por medio de espectrofotometria UV visible a una
longitud de onda de 450 nm y durante 5 minutos se observa la cinética de

aclaramiento. La actividad esta determinada por la pendiente de los primeros
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puntos de absorbancia versus tiempo. La lisozima evaluada fue liberada de
los nanovehiculos mediante el mismo método del objetivo anterior,
conociendo la concentracion de lisozima liberada se compar6 su actividad

con lisozima disuelta en las mismas concentraciones.

Estudio de la estructura secundaria de la enzima por medio de dicroismo
circular
Dicroismo circular, es un método espectroscopico que provee

informacion de la estructura de péptidos y proteinas. Para evaluar la
integridad de la estructura de la lisozima, se hizo una comparacion entre el
espectro de una lisozima que pasO por todos los procesos de sintesis y
liberacidn, y otra solucion en concentracion similar que se preparé fresca sin
someterse a estos procesos. Los ensayos de dicroismo circular fueron
realizados usando un espectrémetro Jasco J-1500 (Jasco, Easton, USA)
equipado con un controlador de temperatura tipo Peltier. Se midié los
espectros de 200 a 260 nm a 25°C usando una celda de cuarzo de 0,1 cm de
ancho en donde se analiz6 la proteina luego de los procesos de sintesis del
vehiculo y su liberacion desde estos. Tres mediciones consecutivas fueron

realizadas y se observo el espectro promedio, los que fueron comparados con
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espectros de lisozima que solamente fue disuelta en el medio de liberacion.

Las elipticidades fueron transformadas a elipticidades molares [0].
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RESULTADOS Y DISCUSION

Objetivo 1

Exploracién de formulaciones por medio de diagrama ternario
Como manera de poner en correcto orden cronoldgico, es necesario

sefialar que la parte de reconocimiento general y todas las primeras
determinaciones fisicoquimicas fueron realizadas en NE. Aquellas

formulaciones que mostraron los mejores resultados se formularon en NC.

Para dar un formato al nombre de las NE y NC desarrolladas en este
trabajo, la codificacidn fue la siguiente: primero se sefiala el % Total de la
fase discontinua, luego se sefiala el % de lecitina, y por ultimo el % de
migliol. Para NC, se agrega una E para indicar el % del polimero E (Eudragit
E). Es necesario destacar que la formulacién llamada T2,9L0,6M2,3 (2,9%
total de fase discontinua, 0,6% de lecitina, y 2,3 % de migliol) es la

formulacién considerada como referencia a partir de la literatura [6].

Como una manera de hacer un reconocimiento general de toda la zona del
diagrama ternario, se realizé una bateria de formulaciones que cubrieran una

gran cantidad del espacio de disefio (Tabla 1y Figura 2).
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Tabla 1. Primeras formulaciones a realizar, donde se muestra la distribucién en % de los tres ingredientes,
REF es a partir de una formulacion descrita anteriormente

Nombre % Lecitina % Migliol %Agua
T80L60M20 60 20 20
T80L20M60 20 60 20
T60L40M20 40 20 40
T60L20M40 20 40 40
T40L20M20 20 20 60
T2,9L0,6M2,3 (REF) 0,6 2,3 97,1
Agua
90
20— 80
30/ NV VN30
40 (YN \60
50
- " . 40
70 30
0 " . 20
10
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Figura 2. En puntos negros se representan las proporciones nombradas en la tabla 1 de las primeras
formulaciones analizadas

Luego de conocer a grandes rasgos las zonas del diagrama (Figura 2),
donde a medida que crecen las concentraciones de migliol y lecitina presenta
sistemas poco estables con gran tamafio y alta PDI (ver caracterizacion

fisicoguimica mas abajo). En esta zona (Figura 3) es donde se encuentran
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posiblemente sistemas w/o debido a que el ingrediente predominante es el
surfactante, ademas el aceite también esta en altas cantidades (T80L60M20)
por ejemplo). También es posible que nuestro método de emulsificacion (de
baja energia) no permita la sintesis de NE con alto grado de aceite,

necesitando métodos donde la energia ocupada es mayor [34].

Agua

10 {—90

90 4 VAR 7. A —\ 10

Lecitina Migliol

20 30 40 50 60 70 80 90

Figura 3 Zona negra sefiala las formulaciones que posiblemente dieron emulsiones W/O, con grandes tamafios
y PDI.

Ahora se evalla de forma mas exhaustiva las zonas donde los sistemas
dieron buenos tamafios y PDI, acercandonos a la zona del diagrama donde la
cantidad de agua en la formulacion es mucho mayor, los nanovehiculos
deberian formarse méas espontaneamente y ser mas estable por el aumento de

agua en el sistema. Esta evaluacion consiste en ir probando nuevas
21



proporciones de migliol y lecitina pero manteniendo los niveles de agua en

muchos casos (Tabla 2 y Figura 4).

Tabla 2. Nuevas formulaciones estudiadas, se establecié como ingrediente principal el agua, y se probaron
formulaciones con proporciones mas parecidas a REF

Nombre % Lecitina % Migliol % Agua
T20L15M5 15 5 80
T20L10M10 10 10 80
T20L5M15 5 15 80
T15L10M5 10 5 85
T15L5M10 5 10 85
T10L7M3 7 3 90
T10L3M7 3 7 90
T4L3M1 3 1 96
T4L2M?2 2 2 96
T4L1M3 1 3 96
T2L1M1 1 1 98
T1,1L0,1M1 0.1 1 98.9
Agua

70

— 60

\

40 Migliol

Figura 4 Zona de mayor concentracion de agua en el diagrama ternario, muestra las formulaciones
presentadas en la tabla 2
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Las siguientes formulaciones mostraron un tamafio y PDI indicativo de
que la metodologia utilizada para la sintesis de nanosistemas no aporta la

energia necesaria [34].

90/ N N N N N N NN Nqg

Lecitina’ > Migliol

20 30 40 50 60 70 80 90
Figura 5 Nueva zona (amarilla) muestra las formulaciones con gran tamafio y PDI aun elevadas.

Caracterizacion fisicoguimica
Como se muestra en la Figura 6, en el mapeo inicial o reconocimiento

general, se not6 una clara tendencia al aumento de tamarfio cuando se aumenta
la fase discontinua, en especial el migliol, componente principal del nucleo
de las NE. Por otro lado, la polidispersidad (PDI) pareciera estar mayormente
determinada por la cantidad de lecitina, la cual juega un rol de surfactante o

estabilizador de la NE (Figura 6).
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Para explicar este fendmeno es necesario entender que al momento de
agregar acetona, por el flujo turbulento de esta, se forman diversos nucleos
de la fase orgéanica, los cuales crecen al momento de agregarlos en agua,
estabilizandose con el surfactante [17]. Al aumentar la lecitina y migliol,
aumenta la viscosidad haciendo mas lento el flujo del solvente, creando

menos nlcleos, que son mas grandes y con una mayor PDI [35].
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T20L5M15
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T15L5M10
T10L7M3
T10L5M5
T10L3M7
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T4L1IM3
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Figura 6. Tamafio (barras) de las formulaciones de NE y su polidispersidad (puntos). La primera formulacion
(T80L60M20) sobrepasa los 1900 nm.

En NC se observa un aumento en el tamarfio de la particula cuando se baja

la concentracion del polimero agregado (Eudragit® E) de 1% a un 0,5%
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(Figura 8). Esto puede deberse a que debido a la baja concentracion de
polimero agregado no se alcanza una fuerza de repulsién necesaria,
produciéndose agregados [36]. Esta observacion puede ser respaldada con el
hecho de que son las NC con mayor cantidad de lecitina y migliol, es decir,

las que se podrian agregar con mayor facilidad, las mas afectadas

T80L60M20
T80L20M60
T60L40M20
T60L20M40
T40L20M20
T20L15M5
T20L10M10
T20L5M15
T15L10M5
T15L5M10
T10L7M3
T10L5M5
T10L3M7
T4L3M1
T4L2M?2
T4L1M3
T2L1M1
T1,1L0,AM1
REF

-70 - m Potencial Zeta

Figura 7 Potencial Zeta de las formulaciones de NE
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El Potencial zeta, como se espera, es negativo en NE y positivo en NC
(Figura 7 y Figura 8 respectivamente), esto es por la identidad de los
componentes que con mayor probabilidad se ubican en la superficie de la
particula. En NE, el surfactante (lecitina) es una combinacion de &cidos
grasos, presentando asi un caracter negativo en el ambiente trabajado. Por
otro lado, el polimero que recubre el nicleo oleoso de las NC tiene una

identidad catiénica por la presencia de un grupo amino terciario, el cual esta
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T30L15M15 E1%
T30L15M15 EO0,5%
T40L20M20 E1%
T10L5M5 E1%
T10L5M5 EO0,5%
TAL2M2 E1%
T4L2M2 E0,5%
T4L3M1 E1%
T4L3M1 E0,5%
T4LIM3 E1%
T4L1M3 E0,5%
T10L3M7 E1%
T10L3M7 E0,5%
T15L5M10 E1%
T15L5M10 EO0,5%

T40L20M20 E0,5%

Figura 8 Tamafio (barras) y PDI (puntos) de las formulaciones de NC

cargado en pH bajo 5.
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Es importante destacar la importancia de la identidad del potencial zeta
en la interaccién de nanosistemas con sistemas biologicos y su posible
toxicidad. Asi, particulas con potenciales negativos son altamente menos
toxicos que una particula cuyo potencial zeta es positivo [37] pero esta Gltima

interactia de mucha mejor manera con las células que particulas con carga

negativa [38].
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Figura 9 Potencial Zeta de las formulaciones de NC

A modo de resumen, la Figura 8 las zonas donde resultan de buena
manera los nanovehiculos, siendo las zonas de mayor concentracidn de agua
(morado). (Figura 10). Se puede observar que en la zona morada, es mas
amplia hacia la zona donde hay mayor proporcion de migliol. Luego, en la

zona media del diagrama dan vehiculos de gran tamafio y PDI, pudiendo ser
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una zona donde es necesaria una mayor energia al momento de la sintesis de
las estructuras (amarillo). En la parte donde lecitina y migliol tienen mayor
proporcién, es posible que se formen emulsiones W/O no pudiendo ser

estudiadas a fondo ya que no era el fin de este trabajo (negro) [39].
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Figura 10 Diferentes zonas del diagrama con distintos resultados de vehiculos donde morado es NE y NC con
buen tamafio y PDI, amarillo se muestran vehiculos con mayor tamafio y PDI, zona negra son formulaciones
gue no dieron tamafios dentro del rango buscado y PDI excesivamente grandes (=1)
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Objetivo 2

Estudio de estabilidad
NE en general fueron mas estables en refrigeracion. Claro es el ejemplo

de REF donde a bajas temperaturas mantuvo tamario y PDI (Figura 11) pero
a temperatura ambiente no se pudo mantener las caracteristicas
fisicoguimicas. Ademas, las formulaciones mas al extremo en la cantidad de
fase interna, es decir, la que contenia mas y la de menos cantidad, también
presentaron inestabilidad: T1,1L0,1M1 presentd inestabilidad tanto en
refrigerado como en ambiente, dejando en evidencia la necesidad de una
cantidad minima de surfactante en el nanovehiculo [16]. Por otro lado,
T20L10M10 que presentd desde el inicio tamafios y PDI altas, no pudo
mantenerlos aumentando considerablemente, dejando claro que
formulaciones con una cantidad de fase interna alta no son estables en el
tiempo. Esto es esperable ya que normalmente las particulas mas grandes

tienden a aglomerarse con mayor facilidad [40].

También es recomendable destacar la formulacion T10L5M5 que, si bien
no presenta un gran cambio de tamario, si presenta una constante baja en el
potencial zeta (Figura 12), lo que puede derivar en una inestabilidad tiempo

mas adelante que un mes [31].
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Figura 11 Cambio de tamafio promedio de formulaciones de NE sometidas a condiciones de refrigeracion
(barra naranja) y temperatura ambiente (barra gris). Las formulaciones REF y T20L10M10 superan los 1000
nm bajo temperatura ambiente.
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Figura 12 Cambios en el Potencial Zeta de formulaciones de NE bajo condiciones de refrigeracion (barra
naranja) y a temperatura ambiente (barra gris)
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Figura 13 Cambio en tamafio promedio de formulaciones de NC sometidas a condiciones de refrigeracion
(barra gris) y temperatura ambiente (barra naranja). T4AL1M3 en condiciones de refrigeracion supera los 900
nm.

A grandes rasgos, las NC presentaron menos casos de inestabilidad
(Figura 13) evidente que las NE. Sélo TO4L01MO03 E0,5% en refrigeracion
presentd un gran aumento tanto en tamafio como en PDI, pero en el resto no
hubo un cambio significativo de ninguna de las caracteristicas fisicoquimicas,
dejando en evidencia que es probable que el recubrimiento polimérico de las
NC ayude a la estabilidad de estos vehiculos en el tiempo. Esto también fue
observado por Calvo et al. quienes evaluaron la habilidad del recubrimiento
polimérico de evitar la aglomeracion después de exponer los nanovehiculos
a soluciones de calcio (polimero quitosano como encapsulante) [23]. Después
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de 72 horas las NC recubiertas de quitosano no sufrieron cambios mientras
que las NE se aglomeraron. También se puede observar la tendencia que a

menor concentracion de polimero mayor tamafio.
Objetivo 3

Incorporacidn de enzima modelo en nanoestructuras seleccionadas
La nomenclatura de las formulaciones cargadas con lisozima consiste en

agregar “Ly” al final del nombre acompafado del nimero que representa el
% con que fue cargada dicha formulacion.

La seleccion de formulaciones se realiz6 de manera independiente tanto
para NE como para NC. Las NE fueron escogidas de acuerdo a los resultados
del estudio de estabilidad, es decir, las que sufrieron menos cambios ya sea
en tamario, PDI y potencial zeta. Las NC por su parte solo se evalué el tamafio
inicial de las particulas ademéas de que su fase interna fuera mayor a la de
formulacion REF y algunas que mantuvieran las razones de masas entre

lecitina y migliol.
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Tabla 3 Formulaciones de NE seleccionadas para agregar la biomacromolécula y porcentaje agregado, este

porcentaje es de acuerdo a la masa de migliol y lecitina.

Nombre %l ecitina %Miigliol %Agua %L.isozima
T4L3M1 Ly0 4 1 96 0
T4L3M1 Lyl 4 1 96 1
T4L3M1 Ly5 4 1 96 5
T4L3M1 Ly10 4 1 96 10
T15L5L10 LyO 5 10 85 0
T15L5L10 Lyl 5 10 85 1
T15L5L10 Ly5 5 10 85 5
T15L5L10 Ly10 5 10 85 10
T10L7M3 LyO 7 3 90 0
T10L7M3 Ly1 7 3 90 1
T10L7M3 Ly5 7 3 90 5
T10L7M3 Ly10 7 3 90 10
T10L3M7 LyO 3 7 90 0
T10L3M7 Lyl 3 7 90 1
T10L3M7 Ly5 3 7 90 5
T10L3M7 Ly10 3 7 90 10
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Tabla 4 Formulaciones de NC seleccionadas para agregar la biomacromolécula porcentaje agregado, este
porcentaje es de acuerdo a la masa de migliol y lecitina. Todas con una concentracién de 1% del polimero.

Nombre %L ecitina %Migliol %Agua %L.isozima
T10L5M5 Lyo 5 5 90 0
T10L5MS5 Ly1 5 5 90 1
T10L5M5 Ly5 5 5 90 5
T10L5MS5 Ly10 5 5 90 10
T10L3M7 Lyo 3 7 90 0
T10L3M7 Ly1 3 7 90 1
T10L3M7 Ly5 3 7 90 5
T10L3M7 Ly10 3 7 90 10

T4L2M2 Lyo 2 2 96 0
T4L2M2 Ly1 2 2 96 1
T4L2M2 Ly5 2 2 96 5
T4L2M?2 Ly10 2 2 96 10
T4L1M3 Lyo 1 3 96 0
TAL1IM3 Ly1 1 3 96 1
T4L1M3 Ly5 1 3 96 5
T4L1M3 Ly10 1 3 96 10

Al agregar dichas cantidades de lisozima a las formulaciones de NE, lo
primero que ocurre es que algunas de ellas no son capaces de soportar la

cantidad de enzima agregadas (Figura 14). Es por eso que algunas
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formulaciones con 10% de lisozima se desestabilizan rapidamente. Esto

podria ser explicado gracias a la identidad fuertemente catiénica de la

lisozima, debido a su elevado punto isoeléctrico [41]. Esta caracteristica de

la enzima puede llevar a un alza en el potencial zeta de las NE (Figura 15),

Ilegando a un punto en donde la fuerza de repulsion entre particulas no es

suficiente para evitar la aglomeracion de esta, desestabilizdndose el

nanovehiculo.
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Figura 14 Cambios de tamafio promedio (barras) y PDI (puntos) a distintas concentraciones de lisozima.
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Polidispersidad

La incorporacion de la enzima, altamente hidrofilica, a un nacleo oleoso

puede ser explicada por una interaccidn eléctrica que puede ocurrir entre la

lisozima, cationica, y el nucleo oleoso que posee un potencial zeta negativo

[25] favoreciendo asi la incorporacion de esta a la nanoestructura.
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El Unico caso que presenta una baja sustancial en el potencial zeta pero
mantiene su tamafio y PDI es T15L05M10 Ly5 Pero esto podria llevar a una

aglomeracion de particulas en un corto plazo de tiempo.
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A
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Figura 15 Cambio en el potencial Zeta de las formulaciones de NE a diferentes concentraciones de lisozima.

En general las NE con 1 y 5% de lisozima mantuvieron todas las
caracteristicas fisicoquimicas que cuando no tienen lisozima en su
formulacién, a excepcion del potencial zeta que tiende a la baja. Esto es

esperado debido a la identidad de la lisozima previamente analizada.

NC por su parte solo fueron cargadas hasta el 5% debido a los problemas
presentados por las NE con cargas de 10%. No hubo grandes cambios en las

caracteristicas de las NC al agregar la carga de lisozima, pudiendo concluir
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gue en esas concentraciones la lisozima no deberia afectar las propiedades de

las NC.

Eficiencia de encapsulacion
En general, todas las NE presentaron una muy buena eficiencia de carga

(>90%) solo presentando los resultados mas bajos en las formulaciones de
10% de lisozima (Figura 16). Los més altos % de encapsulacion se
presentaron en las formulaciones cargadas al 5%, todas superando el 97% de

rendimiento.

100

90
80
70
60 -
50
40 A
30
20
10
0

45

% % (\ ,\ ,\\» <¢ <¢
& %* N @* $ K @ @\ «{9 «zfo
S S © N \3’ Vv
&b( < A\ &\ &,\ &\Q &\6 &\5

Eficiencia de encapsulacion (%o)

Figura 16 Eficiencia de encapsulacion de las formulaciones seleccionadas de NE a distintas concentraciones de
lisozima.
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Por su parte, las NC presentaron % de alrededor del 90% (Figura 17),
teniendo también las mayores cifras las formulaciones que fueron cargadas
con 5% de lisozima. Ademas, es destacable la baja en el % de encapsulacién
de las NC cargadas solamente con un 1% de lisozima T10L3M7 y T4L1M3

(26,7 y 1,8% respectivamente).
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Figura 17 Eficiencia de encapsulacion de formulaciones seleccionadas de NC a distintas concentraciones de
lisozima.

La alta asociacion de la lisozima en el nanovehiculo puede deberse a la
contraposicion de cargas entre la enzima, que gracias a su alto punto
isoeléctrico presenta identidad catidnica, y al nicleo oleoso de caracter
anidnico por la presencia de acidos grasos del surfactante [42]. Por otro lado,

el polimero que recubre las NC presenta carga positiva al igual que la enzima
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pudiendo dificultar la asociacion de esta con la NC al existir una competencia
por los unidn anidnicos [36,43], sin embargo a pesar de esta competencia, los
resultados de eficiencia de encapsulacion de las NC siguen siendo muy

prometedores, en el caso de las formulaciones cargadas con 5% de lisozima.

Para el siguiente paso fueron escogidos T10L03MO7 en concentraciones
de 1 y 5% ademas de T0O4L0O1MO3 por su rendimiento en ambos tipos de

vehiculos.
Objetivo 4

Estudio de liberacion
Ambas formulaciones de T10L03MO7 Ly1% (NE y NC) alcanzaron una

liberacidn a las 24 horas de més del 55% del contenido encapsulado (Figura
18), siendo las formulaciones que mas contenido liberaron en el tiempo
establecido. En general se ve que las liberaciones de las NC son mayores que
su simil NE, argumentando la idea que el recubrimiento polimérico puede
afectar a los perfiles de liberacion. Esto puede deberse a que gracias a la
competencia que existe entre la proteina y el recubrimiento polimérico, la
enzima se encuentra mas disponible, pudiendo liberarse con mayor facilidad

del nanosistema [36].
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Al observar la liberacidn neta, es decir en miligramos, se puede concluir
que al ir bajando la fase discontinua la liberacion a las 24 horas también va
bajando. Esto es observado principalmente en las NC, esto puede deberse a
complejos formados entre la lecitina y el recubrimiento polimérico donde
cierta cantidad de la enzima puede ser parte de estos complejos [43]. En NE

no se ve esta tendencia porque no existe la interaccion surfactante-polimero.

La liberacion pareciera estar dividida en dos fases, la primera en una
liberacidn rapida seguida de una liberacién mas lenta y continua en el tiempo.
Esto puede deberse a que primeramente se libera lo que esta en la superficie,
seguido de una liberacion méas lenta debido a la fuerte interaccién eléctrica

de la lisozima con los acidos grasos de la lecitina [37].
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Figura 18 Porcentaje liberado de lisozima de distintas formulaciones (NE y NC) a diferentes tiempos.

Actividad enzimatica

Al hacer una comparacién de la velocidad con que la suspension de
pared bacteriana se aclara entre la enzima que sufre todo el proceso de
formacién de los nanovehiculos, y la posterior liberacion, con una lisozima
que solo esta disuelta en el medio de liberacion, se puede ver que en general
existe una baja en la actividad posterior a su incorporacién en los
nanovehiculos (Figura 19). La formulacion que mejor mantuvo la actividad
de la enzima (99%) fue la formulacién T10L03MO7 cargada con un 1% de
lisozima, mientras que la enzima méas dafiada fue la de T0O4MO01L03 con una

concentracion de lisozima del 5% que sélo mantuvo la actividad en un 2%

aproximadamente.
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La baja general en la actividad de la lisozima pudo deberse a que, al
someter la enzima a una interfase oleosa/acuosa, podria ocurrir un cambio
conformacional al exponer las zonas hidrofilicas e hidrofdbicas a la interfase
[44], provocando una reubicacion de estas. Puede ser por esto que las
formulaciones de NC fueron las que mas protegieron la actividad de la
enzima, debido a la posible influencia del recubrimiento polimérico frente a

la interfase.
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Figura 19 Porcentaje de actividad enzimatica de la lisozima liberada de los nanovehiculas versus una lisozima
disuelta en buffer.
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Dicroismo circular
La estructura secundaria de la lisozima liberada desde formulaciones

seleccionadas fue evaluada mediante dicroismo circular. La forma del
espectro de una solucion de lisozima fresca (sin ser sometida a los procesos
de fabricacion de las formulaciones) (Figura 20) es similar a la mayoria de

los espectros de lisozimas liberadas desde formulaciones.
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200 210 220 230 2 250 260
-2000 -
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-12000

Figura 20 Espectro de dicroismo circular de lisozima fresca disuelta en una concentracién de 0,2 mg/ml

Esto indica que la estructura secundaria en general permanece
parcialmente intacta [45]. La absorbancia minima en alrededor de 208 nm,
claramente visible en el espectro de lisozima estandar, es indicativo de un a
hélice [46], apreciable parcialmente en las formulaciones T4AL1M3 Lys5,
T10L3M7 Ly5 E1% y T10L3M7 Lyl E1% dando a entender que las
configuraciones secundarias de las 3 formulaciones se mantienen en cierta

medida (Figura 21) [45]. Estos resultados se condicen con las actividades
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mostradas, especialmente con la actividad de la lisozima liberada desde la

formulaciéon T10L3M7 (Figura 19).
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Figura 21 Espectro de dicroismo circular de las formulaciones de NE, los espectros STD son lisozima disuelta a
igual concentracion que la formulacion

Por otro lado, las formulaciones T4L1M3 Ly5% E1% y T10L3M7 Ly5
muestran un espectro que indica que la enzima se encuentra absolutamente
plegada, argumentando asi la baja en su actividad (Figura 22). El espectro de
la formulacion T10L3M7 Lyl (datos no mostrados) pierde absolutamente la

forma, respaldando asi su radical reduccion de actividad.
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Figura 22 Espectro de dicroismo circular de las formulaciones de NC, los espectros STD son lisozima disuelta a
igual concentracion que la formulacion

Las diferencias en las magnitudes de los espectros, es decir, su ubicacion
en el plano son normalmente atribuibles a diferencias de concentracion. En
este caso, los numerosos potenciales interferentes (polimeros libres o la
presencia de material oleoso) podrian estar disminuyendo la intensidad

relativa de los espectros.
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CONCLUSIONES

A lo largo de la investigacion de diferentes formulaciones, fue posible
encontrar condiciones que proporcionaron mayor estabilidad coloidal en el
tiempo a la mostrada por la formulacion REF, incrementando la eficiencia de

encapsulacic’)n tanto porcentualmente como en peso neto.

Los perfiles de liberacion fueron modificados parcialmente a partir de
la formulacion REF, encontrando asi que las NC liberan en mayor medida
que las NE. Ademas, no se observé una liberacion completa de la cantidad de

la enzima en el tiempo observado.

NE mostraron mayor eficiencia de encapsulacion de lisozima que sus
analogos NC, pero protegen menos la actividad y configuracion secundaria

de la enzima.

Se determind que la fase discontinua, y en mayor medida la lecitina,
tiene gran importancia en la PDI y tamafio del vehiculo. Ademas, la presencia
de recubrimiento polimérico baja la eficiencia de encapsulacion pero
mantiene la actividad de la enzima en comparacién a vehiculos sin la

presencia de polimero.
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Finalmente, se logr6 una formulacidn que presenta tamafio y PDI dentro
del rango aceptable, estable coloidalmente en el tiempo, que mantiene la

actividad y configuracion secundaria de la enzima.

PROYECCIONES

Este trabajo servira como una guia para futuras investigaciones,
ayudando a detectar las zonas donde es posible realizar formulaciones
estables y con caracteristicas fisicoquimicas determinadas. Estas
formulaciones podrian ser wusadas tanto para encapsular otras
biomacromoléculas como farmacos clase Il y 1V, considerando

modificaciones necesarias.

LIMITACIONES

En general, las conclusiones de este trabajo solo podrian ser aplicadas a
formulaciones que presenten los mismos ingredientes utilizados aca. Los
resultados mostrados por la lisozima, deben ser estudiados caso a caso al
momento de cambiar la enzima, ya que las diversas estabilidades de otras
proteinas hacen dificil la prediccion de su comportamiento en estas

formulaciones.
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La estabilidad de los vehiculos cargados con lisozima no fue
determinada. Ademas, no fue determinada la capacidad de la enzima de
permanecer dentro del vehiculo no estando en medio de liberacion (en un

potencial escenario de almacenamiento).
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