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RESUMEN

Los farmacos de baja solubilidad acuosa (BCS clase Il y IV) presentan un desafio para ser formulados.
Dentro de las nuevas formas de entrega de farmaco, y que pueden ser utilizadas para este tipo de
farmacos, la impresion de farmacos en films para administracion bucal aparece como una atractiva
alternativa. La principal barrera para esta tecnologia es que la mayoria de las tintas de impresion son de
base acuosa, lo que representa una limitante para este tipo de farmacos. Una posible solucién, es
encapsular en nanosistemas o nanonizar el farmaco, para aumentar la cantidad de farmaco que se pueda

suspender en la tinta de base acuosa.

El farmaco a eleccion en esta investigacion fue el nifedipino, que tiene baja solubilidad en agua y ademas
es fotosensible. Los nanosistemas utilizados fueron nanoemulsion, micelas de nicleo lipidico, y
nanocristales obtenidos por homogenizacién de alta cizalla. Se caracterizaron las nanosuspensiones por
tamafio, indice de polidispersion (PDI), potencial zeta y morfologia. Se realizaron también estudios de
estabilidad, de liberacion y se cuantificd la eficiencia de encapsulacion. Una vez caracterizadas las
nanosuspensiones, a las formulaciones dptimas se les agrego glicerina, en una proporcion 70:30 v/v para
fabricar las tintas de impresion. Las tintas se imprimieron y se caracteriz6 lo impreso en tamafio, PDI,

potencial zeta y eficiencia de impresion.

Los nanocristales de nifedipino no fueron viables para la impresion por el método desarrollado, ya que,
si bien logran tamafios aptos para ser impresos y no obstruir el cartridge, esto solo ocurre luego de un
proceso de filtrado. Las micelas de nucleo lipidico poseen tamafios alrededor de 20 nm, lo que se puede
confirmar en la microscopia y altas eficiencias de encapsulacion. En el estudio de liberacién mostraron
un comportamiento de liberacién prolongada y en términos de estabilidad, las formulaciones tanto a
temperatura ambiente, como refrigeradas no mantuvieron sus caracteristicas fisicas por mas de una
semana. Las formulaciones de nanoemulsion tuvieron tamafios mayores y un potencial zeta negativo.
Este Gltimo probablemente dio una mayor estabilidad en comparacién a las micelas, ya que, fueron
estable por 4 semanas. La eficiencia de encapsulacion fue variada, pero la carga de farmaco fue
homogénea entre las formulaciones. Al igual que las micelas, presentaron un perfil de liberacién
prolongada. En cuanto a la impresidn, las micelas y las nanoemulsiones lograron imprimir una cantidad
similar de nifedipino. Si bien, las micelas tenian mayores eficiencias de encapsulacion, al imprimirse la

eficiencia de impresion era menor a las de la nanoemulsiones.

Se logrd imprimir las tintas de nifedipino, aumentando la dispersion del farmaco en las tintas. Con las
nanoemulsiones se logrd dispersar 160 veces el nifedipino versus su solubilidad en agua. Las micelas

lograron dispersar el nifedipino mas de 10 veces al final del proceso.



SUMMARY

Drugs of low aqueous solubility (BCS class Il and 1V) present a challenge to formulate and to be used
in therapy. A new form of drug delivery is the printing of drugs in films for buccal administration. The
problem for this is that the printing inks are aqueous based. Thus, these drugs also present problems to
be formulated as inks. A possible solution to this is to encapsulate drugs in nanosystems or to nanonize

the drug, to increase the amount of drug that can be suspended in the ink.

The selected drug in this investigation was nifedipine, which has low aqueous solubility and it is also
photosensitive. The nanosystems used were nanoemulsions, using the method of solvent displacement,
and lipid core micelles, by the method of hot-melt emulsification. The nifedipine nanocrystals were

developed using the high shear homogenization technique.

Nanoparticles were characterized by size, PDI and zeta potential. Micelles and nanoemulsion were also
observed under the microscope (TEM). Studies of stability, drug release and encapsulation efficiency
were conducted. Once the nanosuspensions were characterized, the optimal formulations were mixed
with glycerol in a 70:30 v/v ratio to develop the printing inks. The inks were printed and then,
characterized in PDI size, zeta potential and printing efficiency.

Nanocrystals of nifedipine were not viable for printing by the developed method, although, they achieved
sizes suitable for being printed and avoided clogging the cartridge, only after a filtering process. Lipid
core micelles, with sizes around 20 nm confirmed by microscopy, exhibited high encapsulation
efficiencies. In the release study, they have shown a prolonged release profile and in terms of the stability,
the formulations, both at room temperature and refrigerated, did not maintain their physical
characteristics for more than a week. The nanoemulsion formulations have larger sizes and negative zeta
potential. This probably gave greater stability than micelles, resulting in 4 weeks of physicochemical
stability. The encapsulation efficiency was varied, but the drug loading was homogeneous among the
formulations. Similar to micelles, nanoemulsions presented a prolonged release profile. In terms of
printing, micelles and nanoemulsions printed a similar amount of nifedipine. Although micelles had

higher encapsulation efficiencies, printing efficiency was lower than nanoemulsion.

It was possible to print nifedipine inks, where the dispersion of the drug in the inks was increased. With
nanoemulsions it was possible to disperse 160 times nifedipine versus its solubility in water. The micelles

could disperse nifedipine more than 10 times at the end of the process.



INTRODUCCION

Farmacos de baja solubilidad acuosa y vias de administracion tradicionales

Dentro de las terapias farmacoldgicas, el uso de la tecnologia permite una mejora de las terapias, ya sea
a nivel de la forma farmacéutica, como comprimidos y capsulas, a nivel de preformulacién, como lo es
el uso de excipientes y los procesos como la granulacion, e incluso el aspecto fisico de la forma final,
dandole color y sabores. Una de las partes mas importante del desarrollo y la investigacion en el area de
la tecnologia farmacéutica es la capacidad de poder formular los farmacos. Una de las formas de guiar
este proceso de formulacion es analizar las propiedades fisicoquimicas de cada farmaco, lo cual puede
guiar o apuntar a cierto grupo de formulaciones o procesos por los que el farmaco pueda ser formulado.
Para ayudar a este analisis es posible utilizar el sistema de clasificacién biofarmacéutica (BCS por su
nombre en inglés)! el cual agrupa los farmacos en cuatro clases de acuerdo a su solubilidad y

permeabilidad:

Clase I: Son farmacos de alta permeabilidad y de alta solubilidad
Clase 1I: Son farmacos de alta permeabilidad y de baja solubilidad
Clase I1I: Son farmacos de baja permeabilidad y de alta solubilidad
Clase IV: Son farmacos de baja permeabilidad y de baja solubilidad

Dentro de la clasificacion, los farmacos de clases Il y IV presentan el problema de baja solubilidad en
agua. Una forma de abordar este problema, es por medio del uso de las distintas formas farmacéuticas
y/o distintas vias para administrar un farmaco. Dentro de las rutas de administracion, la ruta oral es la
mas convencional para administrar un farmaco que deba alcanzar concentraciones sanguineas para lograr
su efecto. Algunas de las ventajas de la ruta oral son, que es de facil acceso, es comoda para el paciente,
hay varias formas farmacéuticas que pueden ser administradas por esta ruta y para la administracion de
un medicamento, no se requiere la ayuda de un profesional de la salud, a diferencia de los inyectables,
por ejemplo. Para formular un farmaco por via oral, el farmaco debe estar disuelto en alguna parte del
tracto gastrointestinal donde se absorba para luego poder atravesar las membranas bioldgicas del tracto
gastrointestinal si lo que se busca es un efecto sistémico, que es lo que se busca en la mayoria de los
casos. Por esta razon, la solubilidad es un factor importante a considerar al momento de formular. Aun
asi, hay formulaciones que logran obtener un farmaco biodisponible administrando altas dosis de este,
pero hay una segunda barrera luego de haber pasado por el tracto gastrointestinal, que es el higado, el
cual tiene la capacidad de metabolizar muchos farmacos, en el denominado efecto primer paso 2. En

muchos casos, como el de la morfina 3, los farmacos son altamente metabolizados y su biodisponibilidad



baja. Otros problemas de la ruta oral, son los farmacos que tienen propiedades organolépticas no
agradables, los pacientes que tienen problemas de deglucion, la irritacion de las mucosas estomacales e

intestinales que puede producir algin farmaco como efecto adverso, dentro de otros problemas *.

Por lo tanto, al momento de formular, el uso de una ruta alternativa a la ruta oral puede ser necesaria.
Dentro de las posibles rutas de administracion, esta la ruta parenteral, siendo la via intravenosa una de
las més utilizadas. Esta via genera muchas incomodidades a los pacientes que deben recibir la terapia
farmacoldgica, ya que al momento de la inyeccion genera dolor y malestar. También hay otras
desventajas, y una de las principales es que una vez administrada la dosis del medicamento, el efecto que
este produce, no se puede revertir tan facilmente, ya que no hay proceso de absorcién, sino que su
biodisponibilidad es inmediata °. Pero no todo es desventajas en esta ruta de administracion, pues tiene
la ventaja de sufrir un menor grados de metabolizacidn, evitando, por ejemplo, el efecto primer paso,
ademas de una biodisponibilidad del 100% y también la forma méas réapida de producir un efecto
farmacoldgico. Aun asi, debido al dolor y malestar que producen las inyecciones, los pacientes que
deben recibir una terapia prolongada o incluso crénica, en donde las maltiples inyecciones producen un

alto indice de abandono de la terapia o ansiedad por la inyeccion®.

Ruta bucal

Existen otras rutas de administracion, menos utilizadas, como opcion a la ruta oral y parenteral. Una de
esas rutas es la ruta bucal. La ruta bucal, y mas especificamente el revestimiento interior de las mejillas,
es donde nuevas tecnologias, como los films, pueden facilitar el acceso a la utilizacion de esta ruta. La
mucosa bucal corresponde a un tejido estratificado no queratinizado, por lo que permite una mayor
permeabilidad que otras partes de la boca como el paladar duro o las encias. El grosor del epitelio es
aproximadamente de 500 a 800 um, por lo que es mas gruesa que la via sublingual (100-200 um), pero
tiene mayor area superficial y es mayormente utilizada para obtener un efecto tanto local como
sistémico®. Una de las ventajas de la via bucal es que evita el paso por el tracto gastro intestinal y el
torrente hepatico. Si el farmaco sufre de efecto de primer paso, o la cantidad absorbida a nivel del tracto
gastrointestinal es baja, ya sea por efecto del pH, degradacién por enziméatica u otro problema, la
biodisponibilidad se vera afectada. En escenarios como este, es donde la ruta bucal puede alcanzar una

mayor biodisponibilidad e incluso, se pueden disminuir las dosis del farmaco a administrar ’.

Si bien el uso de la ruta bucal es una opcién para resolver el problema de formular farmacos clase 11y
IV, para lograr que la terapia farmacolégica sea efectiva, el farmaco debe estar en una forma farmacéutica
adecuada para la ruta bucal. Con este fin, el uso de las tecnologias mas recientes para la vehiculizacion
de farmacos nos entrega algunas opciones. En la actualidad hay nuevas formas farmacéuticas que

permiten la administracion por la via bucal tales como comprimidos de desintegracion oral, pastillas,
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gomas de mascar, pulverizaciones, soluciones bucales, geles bucales y los films orales 8°. Dentro de
estas, la Ultima tecnologia mencionada, permite generar distintos perfiles de liberacion, como

consecuencia de las distintas propiedades fisicoquimicas que le otorguen sus componentes.

Films poliméricos

Los films son formas farmacéuticas de facil administracion, versatiles para alcanzar un efecto local o
sistémico, potencialmente mucoadhesivas (aumentando el tiempo de liberacion y absorcion del farmaco)
y de tamafio pequefio que hace que sean cdmodos para el paciente®. Para generar films mucoadhesivos,
la literatura describe el uso de polimeros como la hidroxipropilmetilcelulosa o polivinilpirrolidona,
dentro de otros compuestos 1. Una de las formas de fabricar y cargar con principio activo los films
mucoadhesivos es por el método de moldeo por evaporacion de solvente, que consiste en la
solubilizacién del polimero del film en un solvente volatil junto con el farmaco y otros excipientes como
un plastificante 2. Este método es simple, pero tiene algunas consideraciones al momento de fabricarlos,
ya que el farmaco esté en contacto con el solvente, también el film debe quedar sin burbujas para que no
afecte sus perfiles de liberacion 3. Otras formas descritas son la extrusion por fusion en caliente y mas
recientemente, la impresion de tintas sobre los films 2. Este Gltimo método utiliza un film como si fuera
un sustrato de impresion y sobre este se imprime una tinta que contiene al farmaco. El efecto local o

sistémico dependera de la formulacion de la tinta y del material de impresion utilizado®*.

Nanotecnologia

Nanoemulsion

Los films mucoadhesivos con el farmaco impreso son un buen sistema de entrega de farmaco para lograr
la administracion en la parte interior de la mejilla. EI problema es que las tintas de impresion son de base
acuosa o una mezcla hidroalcohdlica. Para solucionar esto, la limitante no solo es la baja solubilidad en
agua, que podria ser insuficiente para lograr la terapéutica, ya que si el farmaco llega a cristalizar y tiene
un tamafo superior al que el cartridge puede imprimir, este quedara obstruido. Una opcién para superar
este problema es la nanotecnologia. Existen grupos de nanosistemas que pueden ser utilizados con este
fin, como las nanoparticulas poliméricas >, los nanocristales (NC) 1" o las nanoparticulas lipidicas.
Un farmaco clase Il o IV puede tener una buena afinidad con los nanosistemas lipidicos. Estos se
subdividen en varias categorias como nanoparticulas poliméricas, nanoemulsiones (NE) *°, lipidicas
solidas (SLN por su nombre en inglés) 2, carriers lipidicos nanoestructurados (NLC por su nombre en
inglés) * o nanosistemas mixtos, como lo son las micelas de ntcleo lipidico (LCM por su nombre en
inglés), entre otros. En aspectos generales, los vehiculos lipidicos tienen al menos un lipido que compone
la matriz o nucleo y un agente tensioactivo que estabiliza esta matriz en agua. Ventajas como la alta

afinidad de los sistemas para farmacos poco solubles en agua, buena capacidad de carga de farmaco,

3



biocompatibilidad de los lipidos, la capacidad de atravesar membranas y otras caracteristicas hacen de
estos nanosistemas excelentes candidatos para farmacos poco solubles en agua 2. Pero también existen
desventajas, como problemas de estabilidad relacionados con la temperatura, también la reorganizacion
de las cadenas lipidicas que con el tiempo cambian a una forma polimdrfica diferente, lo cual provoca
cambios en el perfil de liberacion, entre otras desventajas 22. Por otro lado, los componentes basicos que
se requieren para la fabricacion de una NE son aceite, surfactante y agua, pudiendo también tener un co-
tensioactivo y co-disolvente, como ocurre en la mayoria de las formulaciones. Las NE son un sistema
isotropico, termodindmicamente estable, transparente o translicido 2-2° con un rango de tamafio de gota
medio de 20-500 nm 2627, Debido a su pequefio tamafio, tiene la capacidad de cruzar membranas
biolégicas y, por lo tanto, aumentar la exposicién a blancos terapéuticos, comparado con el farmaco sin
estar encapsulado. Ademas, se asocia con la ventaja de minimizar efectos adversos y reacciones toxicas
ya que se utilizan materiales biocompatibles 28. Los métodos de fabricacion se agrupan en dos grupos,
de alta y de baja energia. Los de alta energia requieren de una fuerza mecanica para estabilizar a la NE,
y los de baja energia se estabilizan por el potencial quimico de los materiales y otros factores como la
temperatura y el balance hidrofilico-lipofilico 22, Dentro de las metodologias de alta energia estan la
homogenizacion de alta presion, la microfluidizacién y la ultrasonificacion. En los de baja energia estan
el método de la temperatura de inversion de fase, auto nanoemulsificacion y el método de desplazamiento
de solvente 22, Este Ultimo es de nuestro particular interés, ya que es un método de fécil preparacion y
uno de los mas descritos 8. Este método ocupa un solvente miscible en agua como etanol o acetona, en
el cual se solubiliza la fase oleosa, luego esta se vierte sobre la fase acuosa y, por desplazamiento de
solvente, se genera la NE 3.

Micelas de nucleo lipidico

Como ya se menciond, dentro de los sistemas mixtos, se encuentran las LCM. Este tipo de sistemas han
sido descrito como micelas hibridas, micelas PEG-PE (PEG-fosfatidiletanolamina, en inglés) o micelas
mixtas, entre otros (pero en este trabajo usaremos el concepto de LCM). Este nanosistema es una
particula coloidal autoensamblada con menos de 100 nm de ndcleo hidrofébico y exterior hidrofilico .
Las LCM se han utilizado para la solubilizacion de varios farmacos poco solubles en agua como
paclitaxel 3, camptotecina 3 y vitamina K3 . Para desarrollar este nanosistema, el uso de materiales
hibridos es imprescindible. Un interesante material hibrido es el Gelucire 44/14 usado ampliamente en
diferentes estrategias de administracion de medicamentos. Este material esta compuesto por glicéridos
de polietilenglicol (PEG), una mezcla de mono-, di- y triglicéridos y mono- y diésteres de PEG. Gelucire
44/14 tiene un caracter anfifilico con propiedades de surfactantes. Gelucire 44/14 se ha usado para
sistemas de administracion de farmacos autoemulsionantes *, nanoparticulas lipidicas sélidas 3

usualmente usado como cosurfactante. Sin embargo, a la fecha no hay reportes del uso de este material



como principal componente de particulas lipidicas. Con sus propiedades, Gellucire 44/14 es un gran
candidato para desarrollar una nueva formulacion para las LCM. La formacién de micelas depende de la
concentracién micelar critica (CMC por su nombre en inglés). Este valor puede verse afectado por la
temperatura, la presion y otros factores, y es especifico para cada agente tensioactivo. En el caso de
Gelucire 44/14, su CMC es de 72 mg/L a temperatura ambiente, como reportan los fabricantes. También
hay metodologias més complejas para generar micelas como lo describe I. Friedrich, C.C. Muller-
Goymann ¥ que desarrollé nanosuspenciones de micelas inversas utilizando Ultra-Turrax y luego
técnicas de homogeneizacion a alta presion, con el objetivo de una mejor eficiencia del proceso y una
solucion micelar inversa. Otra consideracion para Gelucire 44/14 es que es sélido a temperatura ambiente
y su punto de fusion es de 44 °C, esto hace que el uso del calor para fundirlo sea necesario y asi el
farmaco se disperse en el Gelucire. Considerando esto, una metodologia no descrita para micelas, que se
ajusta bien a la caracteristica Gellucire 44/14, es el método de emulsificacion por fusion en caliente. Este
método se ha descrito para NE / microemulsion *° y SLN “°. Ademas, este proceso generalmente se
describe como un primer paso seguido de un paso de homogeneizacion como la homogeneizacion de
alta presion %%, Todas las caracteristicas presentadas hacen de este material un gran candidato para el
desarrollo de las LCM.

Nanocristales

Los NC son particulas hechas de farmaco estabilizadas por surfactantes o estabilizadores estéricos
poliméricos 243, Por lo tanto, estas particulas poseen una eficiencia del proceso de fabricacion del 100%
en contraste con las nanoparticulas de matriz, como las nanoparticulas lipidicas o poliméricas ya
mencionadas. Los NC se producen generalmente en un medio de dispersion liquido, formando una
nanosuspension. Los NC estan hechos de farmacos poco solubles en agua, ya que, si fueran solubles, el
farmaco estaria disuelto, por lo tanto, los fArmacos solubles en agua no pueden formularse como un NC
(al menos no en un medio de dispersion acuoso). Los NC pueden resolver problemas de baja
biodisponibilidad después de la administracién oral, baja penetracion en la piel, volimenes de inyeccion
demasiado grandes para administracién intravenosa, y evitar efectos secundarios indeseados después de
la inyeccion intravenosa cuando se usan formulaciones con algunos solubilizantes o complejandolos con
ciclodextrinas, estas han mostrado efectos nefrotdxicos al administrar hidroxipropilciclodextrina con
itraconazol *445, Esto se debe a las ventajas que tienen por estar en el rango nanométrico, como aumento
de la velocidad de saturacion, aumento de la velocidad de disolucion y aumento de la adhesividad a las
superficies 0 membranas celulares “6. Las metodologias para la fabricacion de NC estan divididas en
dos grupos, las tecnologias de abajo hacia arriba (Bottom up technologies) y las tecnologias de arriba
hacia abajo (Top down technologies). Dentro de las primeras podemos encontrar la metodologia de

dispersion coloidal de colorantes insolubles precipitados 4/, que es un proceso de precipitacion en donde
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hay que controlar la estructura del cristal que se forma y que no crezca el cristal a tamafios pm. Otras
metodologias son la sonocristalizacién, mezcla en vértex de entradas multiples, entre otros “6. La
desventaja de muchos procesos de precipitacion es el uso de solventes organicos, que deben eliminarse
nuevamente en la mayoria de los casos, lo que aumenta los costos. En los métodos de las tecnologias de
arriba hacia abajo se parte de cristales grandes en el rango pum y desciende al rango nanométrico
disminuyendo los cristales, es decir, realizando un proceso de molienda. Se ocupa la molienda hlimeda,
en donde las particulas del farmaco estan dispersas en una solucién de agente tensioactivo/estabilizante.
Un proceso de molienda de baja energia es el molino de perlas 18, La suspension se agrega a un
recipiente de molienda que contiene perlas de molienda, de tamarfios de 0,2 mm o de 0,4-0,6 mm. Otras
metodologias son la homogeneizacion de alta presion, los homogeneizadores de hueco de piston *°, entre
otros. También se desarrollaron metodologias en medios no acuosos (por ejemplo, aceites, PEG liquidos)
o reducidos en agua (por ejemplo, mezclas de glicerol / agua) “6. Las dispersiones oleosas pueden llenarse
directamente en capsulas de gelatina para administracién oral, o inyectarse por via parenteral como
depdsito controlado de administracion de farmacos. También estan las metodologias combinadas en
donde primero se precipitan los cristales y luego la suspensidn se somete a un proceso de alta energia

como la homogenizacion de alta presion *°.

Con todas las posibilidades, una forma de superar el desafio de formular farmacos de clase Il es
incorporarlos a nanosistemas y/o los farmacos nanonizados en films poliméricos mucoadhesivos para
administrarlos por la via bucal. La finalidad de este sistema de entrega de farmaco seria buscar una
administracion controlada y prolongada para generar un efecto sistémico. Por lo tanto, esta tesis buscé
comparar diferentes técnicas de inclusién de principios activos a las tintas de impresion y generar estas

tintas con la finalidad de que las proyecciones de este trabajo terminen en el sistema propuesto.



HIPOTESIS

Tintas de impresion de base acuosa pueden estar cargadas con un farmaco de baja solubilidad acuosa

(clase Il BCS), encapsulado en nanosistemas lipidicos o farmaco nanonizado y conservar sus

caracteristicas fisicoquimicas y de desempefio farmacéutico, y aumentando la cantidad del farmaco en

la tinta por sobre el valor de su solubilidad.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar las variables que determinan el desempefio en el proceso de impresion y la eficiencia de

impresion, de un farmaco de baja solubilidad acuosa (nifedipino), cargado en nanosistemas que

componen las tintas de base acuosa, sobre una superficie inerte.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1
2
3.
4

Desarrollar y caracterizar nanocristales de nifedipino y desarrollar su tinta para impresién.
Desarrollar y caracterizar micelas con nifedipino y desarrollar su tinta para impresion.
Desarrollar y caracterizar nanoemulsién con nifedipino y desarrollar su tinta para impresion.
Estudiar la estabilidad, eficiencia de asociacion, carga de farmaco y liberacion del farmaco desde
los nanosistemas.

Imprimir las tintas sobre un film inerte y caracterizar los nanosistemas post impresion.



MATERIALES

e Metanol (Merck, Darmstadt, Alemania)

o Etanol (Merck, Darmstadt, Alemania)

e Diclorometano (Merck, Darmstadt, Alemania)

e Agua MiliQ (Millipore, Sao Paulo, Brasil)

e Poloxamero 188 (Kolliphor®) (BASF, Suecia)

e Tween 20 (J.T. Baker, Phillipsburg, USA)

e Tween 80 (J.T. Baker, Phillipsburg, USA)

e Span 80 (J.T. Baker, Phillipsburg, USA)

¢ Nifedipino (NFD) (AK Scientfic, California USA)

e Gelucire 44/14 (Gattefossé, Sao Paulo, Brasil)

e Waglinol (Industrial quimica lasem, s. a., Barcelona, Espafia)
o Glicerina 84% (Merck, Darmstadt, Alemania)

o Filtro de jeringa 0.45 um (Agelaa technologies, DE, USA)
o Filtro de jeringa 0.22 um (Agelaa technologies, DE, USA)
o Rejilla de cobre (grid) (Ted pella inc, CA, USA)

e Acido fosfotugstico (Sigma-aldrich, Alemania)



METODOS EXPERIMENTALES

Seccién experimental de tinta de NC de NFD

NC de NFD por HSH

Los NC fueron desarrollados en una solucion acuosa de poloxamero 188 o tween 80 y el NFD fue
nanonizado utilizando el método de homogenizacién de alta cizalla (high shear homogenization) 5!
usando un T 25 digital ULTRA-TURRAX® y probando distintas variables del proceso cambiando una
a la vez (Tabla 1). Se preparé la solucidn de surfactante, a la que se le agrego el principio activo y se
realizaron los procedimientos de la Tabla 1. Algunas muestras fueron filtradas en un filtro de jeringa por
lo menos, de tamafio de retencién 0.45 um hechos de politetrafluoroetileno. Las muestras fueron

almacenadas para caracterizaciones posteriores.

Tinta de NC de NFD
Las tintas se desarrollaron basadas en los trabajos previos, las cuales tienen una viscosidad similar a las
tintas de impresion normal, son de base acuosa y se incluyeron en ellas los NC junto a la glicerina en

una proporcion de nanosistemas: glicerina de 70:30 v/v 52,

Caracterizacion NC de NFD
La distribucién de tamafios, tamafio promedio, polidispersidad (PDI) y potencial zeta fueron
determinados en un Malvern Zetasizer Nano ZS por dispersion dindmica de la luz y electroforesis

doppler con laser.

Tabla 1. Formulacion base de NC y sus variaciones en cuanto al uso de poloxamero 188, el ciclo de

homogenizacion y la velocidad de corte.

Materiales Formula base Variantes
NFD (mg) 10 --
. 0 csp 5 mL/ 0.5%/ 4%/
Sol. Poloxamero 188 (0.1%) csp 4mL Tween 80 4% y 0.1%
. . 3 ciclos de 3 min con 5 ciclos de 3 min con
Ciclo de alta cizalla . . . g
intervalos de 1 min intervalos de 1 min
Velocidad (Krpm) 16 20/ 24




Seccidn experimental de tinta de LCM de NFD

LCM de NFD por emulsificacion en caliente

Las LCM fueron desarrolladas en formulaciones que contienen Gellucire 44/14, Tween 20, Span 80 y
agua. Se utilizé el método descrito como emulsificacion en caliente (Tabla 2).%“* Primero se calent6
agua mili Q a 70°C al mismo tiempo que la fase oleosa. La fase oleosa estd compuesta por Gelucire
44/14, Tween 20 y Span 80 y es calentada en un bafio de glicerina y agitacion. Cuando ambas fases
estuvieron a 70°C se mezclaron vertiendo la fase acuosa sobre la oleosa con agitacion fuerte e
inmediatamente se le agrego el agua fria (4 °C). La mezcla se retir6 del bafio de aceite y se agité durante
5 minutos mas. Para las LCM cargadas con NFD, se afiadié el NFD junto a la fase oleosa y también se
calento esta hasta 70°C. Las cantidades de NFD agregadas fueron 30, 45 y 60 mg. Después de agitar, las

muestras se centrifugaron por 30 min a 5000 rpm y se almacenaron.

Tabla 2. Detalles de las formulaciones F30 y F20 de LCM.

MATERIALES F30 F20
GELUCIRE 44/14 1200 mg 800 mg
TWEEN 20 188 mg 125 mg
SPAN 80 52 mg 35 mg
AGUA MILI Q 2560 mg 3040 mg
AGUA MILI Q (4 °C) 60 ml 60 ml
NFD 30,45y 60 30,45y 60

Tinta de LCM de NFD
De forma similar a los NC de NFD, las tintas se desarrollaron manteniendo la proporcion 70:30 v/v

nanosistemas:glicerina.

Caracterizacion de las LCM de NFD

De forma similar a los NC de NFD, se caracteriz distribucion de tamafios, tamafio promedio,
polidispersidad y potencial zeta. La morfologia de las particulas se analiz6 por microscopia de
transmision electronica (TEM) con el equipo Inspect F50 (FEI). Para TEM, se sembrd una gota de
muestra en una rejilla de cobre (grid) durante 2 minutos. Posteriormente, se lavo la rejilla con agua por
un minuto. Luego se depositd una gota de &cido fosfotungstico 0.1% durante 2 minutos, se retiré el

exceso y se dejé secar durante la noche.
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Caracterizacion del estado fisico de las LCM de NFD

Se estudio el estado fisico de las LCM por medio de calorimetria diferencial de barrido (DSC) en un
DSC131 Evo (Calisto Inc, USA). Esta técnica cuantifica la diferencia en la cantidad de calor para
aumentar la temperatura de la muestra y la referencia. Las condiciones programadas fueron un ascenso

de temperaturade 25 °C a 65 °C a 5 °C /min. En las cubetas utilizadas, se pesaron de 2 a 3 mg de muestra.

Ademas, se estudiaron muestras secas luego de ser liofilizadas en un liofilizador FreeZone |
LABCONCO (Merck). Las muestras se congelaron en un refrigerador a -18°C, y una vez congelada se
llevé a un refrigerador a -80 °C (Ultra-low temperature freezer, Haier biomedical, UK) por 3 horas. Esto
se liofilizé y se almacend. Para la muestra concentrada, 20 mL de F30-30 mg de NFD fueron

rotaevaporados en un rotavapor R-210 (BUCHI, Suiza) hasta que se alcanz6 un volumen de 5 mL.

Seccion experimental de tinta de NE de NFD

NE de NFD por desplazamiento de solvente

Las NE fueron desarrolladas en formulaciones que contuvieron lecitina de soya (Epikuron 145v),
waglinol, etanol y agua, basado en trabajos previos y se realiz6 una optimizacion de la formulacion
(Tabla 3). Se usara el método de desplazamiento de solvente. Primero se disolvié la lecitina en etanol en
un tubo de ensayo usando un vértex. Luego se agreg6 el waglinol y se homogenizo para constituir la fase
organica. En caso de estar cargadas con NFD, este se agreg6 junto con el waglinol. Se vertid la fase
organica sobre la fase acuosa en agitacion fuerte y se dejé agitar por 5 minutos. La NE se rotaevapord

hasta disminuir a un volumen de 5 mL.

Tabla 3. Detalle de las formulaciones F3 'y F4 de NE.

Materiales F3 F4
Lecitina 50.3 mg 151 mg
Waglinol 150.9 mg 352 mg

Etanol 2mL 2 mL
Agua 20 mL 20 mL
NFD 10y 25 10, 25y 50

Tinta de NE de NFD
De forma similar a los NC de NFD, las tintas se desarrollaron manteniendo la proporcion 70:30 v/v

nanosistemas:glicerina
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Caracterizacion de las LCM de NFD
De forma similar a las LCM de NFD, se caracterizd distribucion de tamafios, tamafio promedio,

polidispersidad, potencial zeta y morfologia.

Seccidn experimental de tintas de impresion

Estabilidad de las tintas
La estabilidad se analizé a través de los cambios en los pardmetros de tamafio, PDI y potencial zeta
durante un mes sometido a condiciones ambientales (25°C) y refrigeradas (4°C) y protegidos de la luz.

Se midid la estabilidad a las tintas cada 7 dias durante 4 semanas.

Eficiencia de encapsulacion (EE) y Carga de farmaco (DL) de LCM

La eficiencia de asociacidon en caso de las LCM, el NFD se midié disolviendo directamente las LCM en
una solucion solubilizante de metanol:diclorometano 80:20 (%v/v) en una razon 1:5 (%v/v) de
nanosistemas:solvente. La cantidad de NFD de determind en un cromatografo liquido de alta resolucién
Dionex UltiMate 3000 (Thermo Scientific, USA). La columna que se uso fue una Inertsil ODS-4 (C18,
5 um 4.6x150 mm) a 40+1 °C. La fase mdvil utilizada fue metanol:agua 60:40 (%v/v) a un flujo de
ImL/min. El volumen de inyeccion fue de 20 pL y la deteccidn a 237 nm. El limite de deteccidn fue de
0,002 mg/mL vy el limite de cuantificacién fue de 0,25 mg/mL con un R?= 0.9993. La eficiencia de
encapsulacion y la carga de farmaco estan definidas por las siguientes formulas:

Cantidad de NFD encapsulado (mg)

% Eficiencia de encapsulacion (EE) = Cantidad de NFD agregado (ng) X 100

i Cantidad de NFD encapsulado (mg)
% Carga de Farmaco (DL) = - — X 100
Cantidad de excipientes (g)

Eficiencia de encapsulacién (EE) y Carga de farmaco (DL) de NE
La eficiencia de encapsulacion para NE se determin6 disolviendo los nanosistemas en metanol. EI NFD
fue cuantificado en un cromatégrafo liquido de alta resolucién al igual que las LCM. La eficiencia de

encapsulacion y la carga de farmaco estan definidas por las ecuaciones ya descritas para LCM.

Estudio de liberacion de LCM

El estudio de liberacion se llevo a cabo para las LCM en buffer fosfato (10 mM a pH 7) a 37°C de
temperatura 'y 75 rpm en una incubadora (Labtech, Chile) por medio del método de bolsas de dialisis. Se
usaron bolsas de dialisis (SnakeSkin® Dialysis Tubing, Thermo Scientific, USA) con un corte de peso
molecular de 3500 Da. Las bolsas fueron cortadas de 7.5 cm, selladas en el extremo inferior, cargadas
con 4 mL de muestra, sellados en el extremo superior y puestas en 26 mL de buffer fosfato para mantener

condiciones sink. Se cuantificé el nifedipino en las muestras por medio del método HPLC ya descrito.
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El muestreo fue realizado a las 0, 3, 6, 24, 48 y 96 horas. La liberacion del farmaco estd dada por la

siguiente ecuacion:

P liberado = Cantidad de NFD cauntificado (mg) < 100
orarmaco Uberato = ¢ ontidad de NFD cargado en bolsa(mg)

Estudio de liberacion de NE
El estudio de liberacion se llevé a cabo de forma similar a al estudio de las LCM, pero los tiempos de

muestreo fueron 0, 3, 6, 24, 48 y 144 horas.

Seccion experimental de impresion

Proceso de impresién

Para la impresion se utilizaron los cartuchos de Hewlett Packard (122) compatibles con la impresora
Hewlett Packard Deskjet 1000 (CA, EE. UU.). Se abrieron, se vaciaron de la tinta y se limpiaron a fondo
con una solucion hidroalcohdlica. Finalmente, se realizaron tres ciclos de sonicacion de 3 minutos cada
uno. Las soluciones de tinta se vertieron en los cartuchos. La tapa se reemplazé y luego el cartucho se
inserté de nuevo en la impresora. Se utilizaron laminas de tereftalato de polietileno como sustrato de
impresion para recoger y estudiar las muestras impresas. Para configurar las areas de impresion, se utiliz6
Microsoft Word al imprimir con la mejor calidad de impresion, es decir, 600 x 600 puntos por pulgada
(ppp) desde la configuracion de la impresora. Para todas las condiciones de impresion, se imprimieron
plantillas negras en cuadrados de 7 cm x 7 cm por cuadriplicado.%? Uno de los cuadrados se arrastré con

agua mili Q y se almacené para caracterizaciones posteriores.

Caracterizacion de los nanosistemas post impresion
Se caracterizaron los nanosistemas post impresion (POI) en términos de tamafio, PDI y potencial zeta,

usando la metodologia ya descrita para los NC. Se utilizo un cuadrado impreso arrastrado con agua mili

Q.

Eficiencia de impresion (EIl) de las tintas de NFD
La EI se determind en los otros 3 cuadrados que se arrastraron por separado. Tanto las NE como las
LCM, se arrastraron con 1.5 mL de metanol y fueron cuantificadas en HPLC, como ya fue descrito. La

El esta descrita por la siguiente formula:

Cantidad de NFD impreso (mg)

x 100

%Eficiencia de impresion (EI) =
% f p ( ) Cantidad de NFD encapsulado (mg)
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RESULTADOS
Resultados de tintas de NC de NFD

Caracterizacion de NC

Los NC fueron elaborados por la técnica de homogenizacion de alta cizalla. La formulacién previamente
desarrollada en el laboratorio fue probada para NFD, que, si bien lograba tamafios menores a 200 nm y
con un PDI menor a 0.450 (Figura 1), esto solamente ocurria luego de un proceso de filtrado en un filtro
de jeringa con un tamario de poro de 0.45 0 0.2 um. Las poblaciones de tamafios para ambos casos fueron
monomodales después de ser filtrados, pero el pico era ancho, lo que explica los valores de PDI. Esto
indica que, si bien era una poblacién monomodal, el rango de tamafios dentro de esa poblacién era
amplio. Sin filtrar, los NC no se forman homogéneamente y tampoco en un rango solamente
nanométrico, teniendo también, tamafios superiores a 1 um. Una de las limitantes del proceso de filtrado
es la perdida de farmaco en el filtro, y en este caso, la mayoria del farmaco fue retenido en el filtro, por
lo que la perdida de farmaco era considerable. Dependiendo de la metodologia utilizada, asi como los
estabilizantes usados, se han reportado NC de rangos entre 200-100 nm de manera reproducible %, lo
que hace que los NC elaborados por el método utilizado, no sean de utilidad. Aun asi, los NC filtrados
se utilizaron para elaborar la tinta de impresion y observar si la impresion tenia algun efecto sobre los
NC, a modo de ensayos preliminares. Como se puede observar en a Figura 1, la impresion desestabiliza

el sistema, produciendo agregacion, haciendo que los NC crezcan en tamafio y PDI.

800
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E T L 0,600
o ] | e
= 400 L . 0,400 &
@«
= 200 - . T ) L 0,200
398 180 454 3,039 161 548
0 0,000
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Tamafio = PDI

Figura 1. Tamafio y PDI de NC de NFD de 5y 10 mg, sin filtrar (SF), Filtrados (F) en filtro de 0.2 pm
y post impresion (POI).
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Los cristales también obstruian el cartridge luego de algunas impresiones, lo cual también se explica por
el crecimiento de las particulas. Ademas, dentro de los estudios preliminares se cuantifico la cantidad de
NFD que atravesaba por el filtro de jeringa, la cual era inferior al 5% (informacion de los estudios
preliminares no mostrada). Para resolver estos problemas se realizaron modificaciones al proceso de
elaboracion y a la formulacion de los NC. Las variables de la metodologia son la velocidad de cizalla y
el tiempo en que se aplicaba esta. Las variables de la formulacién fueron el surfactante utilizado, la
concentracion de surfactante y el volumen de la solucion. Se realizaron cada uno de los cambios
indicados en la Tabla 1, modificando una variable a la vez, dando un total de 9 formulaciones distintas

incluyendo a la original (Tabla 4).

Tabla 4. Detalle de las formulaciones de NC filtradas, con la modificacion del proceso original.

Formulacién Variable

F1 Original (Tabla 1)
F2 5 ml de Poloxamero
F3 20 Krpm

F4 Poloxamero 0.5%
F5 5 ciclos de cizalla
F6 Poloxamero 4 %

F7 Tween 4%

F8 24 Krpm

F9 Tween 0.1%

Los resultados de las modificaciones fueron variables, en su mayoria en un solo rango de poblacion, pero
al igual que la original, de picos anchos y de un tamafio promedio alrededor de los 150 nm (Figura 2). Si
bien F3 y F6 generan una mejora en las propiedades fisicas de los NC respecto a la original, ninguna de
las modificaciones genero un cambio sustancial en el tamafio antes de la filtracion, por lo que el problema
de la gran cantidad de NFD eliminado por el filtrado, no se logré resolver. Por esto, no se pasé a la
siguiente etapa del estudio. En cuanto al potencial zeta, la tendencia general fue una carga de -20 mV,
con algunos sistemas de valores mas cercanos a cero, pero no hay ninguna tendencia en particular

relacionada a esto.
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Figura 2. Grafico de formulaciones de NC de NFD de 10 mg filtrados (F), en términos de tamafio y
PDI. De F1 a F5 se filtraron en filtro de 0.2 um y las F6 a F9 en 0.45 pm.

Resultados de tintas de LCM de NFD

Caracterizacion de LCM

Las LCM fueron desarrolladas por el método de emulsificacion en caliente, mayormente descrito para
nanoparticulas lipidicas sélidas, pero por los reactivos utilizados, mas especificamente gelucire 44/14,
era un método adecuado para la generacion de las LCM. En la figura 4 se muestra un tamafio en promedio
de 11.5 + 2.0 nm con una alta reproducibilidad de los resultados. La formulacién F30 muestra menos
diferencia en tamafio que la F20 y la incorporacion de NFD no produce ningin cambio estadisticamente
significativo. El promedio de PDI es 0.228 + 0.024, lo cual también es bajo y puede estar relacionado a
una poblacion unica en un rango de tamafio no muy amplio. El valor de PDI es similar en casi todas las
formulaciones, y solo en F30-45 mg NFD tiene un PDI mayor al promedio, pero 0.343 + 0.01 sigue
siendo un valor bajo e indicativo de una estrecha dispersion de tamafios 3. Comparando con otras micelas
similares, estos resultados son de tamafio y PDI bajos, sin importar si el método de fabricacion es de alta
0 baja energia. Comparando con métodos de alta energia, se han descrito micelas desarrolladas por la
aplicacion de vortex por un tiempo prolongado a un film de diacillipid-PEG % y también con filtracién
posterior *. Los tamafios de estas micelas estan en los rangos de 7-15 nm, 7-20 nm y 10-35 nm. El primer
y segundo rango son similares, pero con mayor variabilidad. Ademas, para comparar con un método de
baja energia, los SMEDDS son similares a las micelas. En particular, uno desarrollado usando Gelucire
44/14 con el método de titulacion con agua, muestra tamafios entre 31.7 £ 7.8 nmy 73.1 £ 22.7, con PDI
0.720 y 1.105 respectivamente *°. Estos datos dependen de la formulacién desarrollada, pero incluso
versus la mejor formulacién de SMEDDS, las micelas desarrolladas tienen tamafios menores y con PDI

mas estrechos. El potencial zeta es -7,4 £ 5,1 mV, pero en la formulacién no hay ningdn reactivo que le
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otorgue carga al nanosistema, lo que también explica la alta desviacion estandar. Esto es un aspecto que
se puede mejorar en estas formulaciones para darle una mejor estabilidad coloidal. Si bien estas LCM
no estan estabilizadas por la carga, estan PEGiladas gracias a Gelucire 44/14. PEG es conocido por ser
altamente hidratante y soluble en agua logrando un efecto de estabilizacion estérica con estas LCM ',

La adicidn de NFD no afecta significativamente ninguno de los pardmetros ya mencionados (Figura 3).

La metodologia desarrollada para las LCM es reproducible, con la ventaja de ser un método de baja
energia, evitando el uso de ultrasonicacion o homogenizacién de alta presion para obtener tamafios
pequefios y bajos PDI. La baja distribucion de tamafio y homogeneidad de las LCM también fue
observada por microscopia usando la técnica de TEM (Figura 4).

20
L 0,600
16 - l
g | _
Enl 1 | TL 1 1 0,450
2 = 5
[a
NINNE [ fo
- T l
4 L 0,150
11 12 1 13 1 12 12 10
0 0,000
F30 F3030 F3045 F3060 F20 F2030 F2045 F2060
mg mg mg mg mg  mg
NFD NFD NFD NFD NFD NFD

O Tamafio e PDI

Figura 3. Grafico de tamafio (nm) y PDI de ambas formulaciones en triplicado, cargadas con y sin
NFD.

17



HV mag O | det | HFW WD |[sp |
10.00 kV| 120 000 x | STEM |2.49 um 6.5 mm | 3.5

Figura 4. Imagen TEM de F30 sin NFD.

Caracterizacion del estado de las LCM de NFD

Para investigar el estado fisico de las LCM (Gelucire 44/14 tiene un punto de fusion de 44°C, asi que es
solido a temperatura ambiente) dos experimentos de DSC fueron ejecutados. Primero, una solucion
concentrada de LCM en una cubeta hermética se analizd; y segundo, LCM liofilizadas fueron analizadas
en una cubeta convencional de DSC. En la Figura 5 se muestra la comparacion de las dos muestras con
el Gelucire 44/14 sin procesar, y solo las LCM liofilizadas muestran un pico endotérmico, pero en
solucién no ocurrio, asi que incluso si las LCM liofilizadas estan en estado sélido, en solucion no lo
estan. Este experimento es comdn para SLN, donde el pico térmico del lipido solido se puede ver tanto
en el lipido sin procesar como en las SLN®8, Como es posible ver en la Figura 6, se observa un claro pico
endotérmico, que no puede ser visto en el grafico de comparacion debido a la diferencia de magnitudes
de los pico. También hay un decaimiento interesante del punto de fusion respecto al del Gelucire en las
LCM liofilizadas, lo cual puede ser explicado por el efecto plastificante pueden que producir los
surfactantes como el tween y el span usados en la formulacién. Se ha descrito que mezcla de diferentes
materiales pueden tener un efecto plastificante y un efecto en las propiedades fisicas como el punto de

fusion .
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Figura 6. DSC de LCM liofilizadas en su propia escala (+50 mW).

Resultados de tintas de NE de NFD

Caracterizacion de NE

Las NE fueron elaboradas por un método ampliamente descrito, que es el de desplazamiento de solvente
81, Las NE se han utilizado para encapsular farmacos de baja solubilidad acuosa tal como ketoconazol ,
camptotecina !, atorvastatina 2 entre otros farmacos. Las primeras formulaciones desarrolladas

(informacién no mostrada) fueron desarrolladas a partir de una formula que contenia acetona en la fase
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orgénica. Esto se modificd y se utiliz6 solo etanol. La eliminacién de este solvente de la formulacion
permite que moléculas un poco mas sensibles a solventes organicos y que se puedan degradar, tal como
las proteinas, sufran un menor grado de degradacion. Con esta metodologia, se desarrollaron dos
formulaciones que fueron cargadas con distintas cantidades de NFD (Tabla 3). La diferencia principal
entre las dos formulaciones desarrolladas es que F3 tiene menor cantidad de fase interna y menor
cantidad de surfactante en proporcion a la fase grasa. En relacion al tamafio F3 es menor y se encuentra
en el rango de 150 nm, a diferencia de F4 que esta entre los 200 a 250 nm (Figura 7). Los rangos de
tamafio se pueden confirmar en la figura 8 y 9. Esto quizas tenga relacion con la cantidad de fase interna,
ya gue al ser menor en F3, esta tiene mayor probabilidad de tener una buena dispersion al momento de
formarse. Cuando se carga con activo el tamafio no cambia en caso de F3, no asi con F4, que sufre una
caida de tamafio y al ir aumentando la cantidad de NFD, el tamafio también aumenta, incluso superando
a la formulacion no cargada. EI PDI es menor en F3, y en el caso de F4 ocurre un fenémeno similar a lo
sucedido con el tamafio (Figura 7). La mayoria de las formulaciones muestra solamente una poblacion,
pero las formulaciones con un PDI mas alto, tienden a tener una segunda poblacion de menor proporcion
0 un pico mucho mas ancho, lo cual indica que el rango de tamafios en los gque se encuentra el pico es
mayor. Si se comparan con otras formulaciones cargadas con farmacos de baja solubilidad en agua, se
pueden encontrar rangos similares de tamafio 2 e incluso menores a 100 nm %, El parametro de potencial
zeta, es similar en la formulacion F3, no asi en F4 que se va reduciendo mientras mas farmaco tiene

cargado, pero, aun asi, es mayor en la mayoria de los casos con respecto a los de F3 (Figura 10).
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Figura 7. Comparacion de tamafios y PDI en procesos NE.
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Figura 8. Imagen TEM de NE F3.
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Figura 9. Imagen TEM de NE F4.
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Figura 10. Comparacion de potencial zeta en procesos NE.

Resultados de tintas de impresion pre impresion

Micelas

La EE fue estudiada y se puede concluir que las LCM tienen un mejor perfil de EE en las formulaciones
de F30, probablemente porque tienen mas Gelucire, por consecuencia, una mayor cantidad LCM y mas
NFD encapsulado. La formulacién con la mejor EE fue F30 con 30 mg de NFD como se puede observar
en la Figura 11. Con mayores cantidades de NFD la EE decrece, lo cual podria estar relacionado con la
capacidad de carga maxima de la formulacion. Ya que todo lo que no es encapsulado usualmente, entre
la primera y segunda semana, precipita y recristaliza, lo cual no ocurre con F30 30 mg de NFD en un
mes. Algo que destacar es que, la solubilidad del NFD en agua es de 0.0059 mg/mL ¢ y la formulacion
de F30-30 mg NFD, permite una dispersion de alrededor de 0.47 mg/mL, lo cual es un incremento de
mas de 700 veces. En términos de DL, no hay diferencia estadisticamente significativa. La cantidad
promedio es de 8.2% entre todas las formulaciones y la formulacién de mayor desviacion estandar es
F20-45 mg NFD y F20-60 mg NFD, las cuales también durante los experimentos fueron las menos

estables.
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Figura 11. Eficiencia de encapsulacion y Cargada de fArmaco para ambas formulaciones con diferentes

cargas de NFD.

El estudio de liberacion fue realizado en las formulaciones con mayor EE, y los resultados se pueden
observar en la Figura 12. La principal diferencia es que la desviacion estandar para F30, muestra una
mayor variacion entre el triplicado, pero ambas formulaciones liberan sobre un 25% en 4 dias. Los
perfiles de liberacion no son estadisticamente diferentes y luego de 24 horas, la liberacion parece alcanzar
un equilibrio alrededor del 30%. Este perfil de liberacién tiene un comportamiento de liberacion
prolongada, ya que hay una baja cantidad de farmaco liberado y no hay diferencia entre las 24 y 96 horas
del farmaco liberado. Este bajo indice de liberacion, puede ser una ventaja, por ejemplo, para liberacién
intracelular. Para nanoparticulas, se han descrito varias rutas intracelulares %%, Ademas, el uso de PEG
le puede dar la capacidad de invisibilizacion a los nanosistemas, que prolonga su tiempo en el torrente
sanguineo. Incluso, con este bajo perfil de liberacion, las LCM podrian ser un buen candidato para
entrega dirigida (targeting en inglés) ¢’. Ha sido ampliamente descrito que la funcionalizacion de PEG
con un ligando puede dar la capacidad de targeting a los nanosistemas. En micelas poliméricas los

ligandos de biotina y folato son un ejemplo de targeting para cancer %,
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Figure 12. NFD liberado de ambas formulaciones en buffer fosfato pH 7.2.

Otro aspecto importante de las LCM fue su estabilidad. Las LCM cargadas son mas estables, a pesar de
que desde la primera o0 segunda semana el exceso de NFD comienza a cristalizar en el fondo del
contenedor de la suspension. Las tintas son mas estables a temperatura ambiente y generalmente los
resultados mas estables no duran mas de dos semanas. Pasadas las dos semanas hay un marcado
incremento en el tamafio sobre 50 nm en casi todas las formulaciones (Anexo I). Aun asi, los tamafios
son menores a 150 nm en promedio, por lo que, aln pueden ser usadas las LCM almacenadas a
temperatura ambiente. El potencial zeta no es mayor a 10 mV en magnitud, y tiende a acercarse a 0 con
el tiempo. En cuanto al PDI, desde la segunda semana hay un incremento, lo que se debe a la aparicion
de una al menos una segunda poblacion de mayor tamafio, por el crecimiento y agregacion de las
particulas. Esto ocurre entre la primera y segunda semana a temperatura ambiente de forma rapida, pero
este proceso en las LCM refrigeradas, tiende a ser constante en el tiempo, lo cual indica un crecimiento

de particulas mas regular y continuo, que a temperatura ambiente (tabla 5).
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Tabla 5. Estudio de estabilidad de las formulaciones F30 y F20 con 30, 45y 60 mg de NFD en
semanas Oy 1.

Formulacién Tiempo Tempoeratura Tamafio/nm PDI ZP ImV
(Semanas) (°C)

F30 0 25 13.1 (1.9) 0.184 (0.136) -11.2 (1.7)

F30 1 25 26.4 (7.4) 0.491 (0.029) -1.5 (0.3)

F30 1 4 275 (1.9 0.465 (0.036) -25 (0.1)
F30 NFD 30 0 25 12.6 (0.8) 0.350 (0.037) -7.8 (4.6)
F30 NFD 30 1 25 34.4 (21.0) 0.366 (0.053) -3.7 (0.2)
F30 NFD 30 1 4 29.0 (14.2) 0.460 (0.044) -3.2 (0.2)
F30 NFD 45 0 25 9.6 (1.4) 0.278 (0.010) -9.8 (0.5)
F30 NFD 45 1 25 21.4 (1.8) 0.398 (0.034) -2.1 (0.1)
F30 NFD 45 1 4 22.6 (3.0) 0.361 (0.075) -2.9 (0.3)
F30 NFD 60 0 25 13.6 (0.4) 0.306 (0.043) -4.7 (1.8)
F30 NFD 60 1 25 18.7 (3.0) 0.426 (0.126) -3.4 (0.4)
F30 NFD 60 1 4 27.1 (3.7) 0.477 (0.174) -3.3 (0.6)

F20 0 25 12.0 (5.6) 0.266 (0.021) -6.2 (3.0)

F20 1 25 22.4 (1.8) 0.351 (0.035) -2.2 (0.1)

F20 1 4 24.3 (1.2) 0.424 (0.061) -3.0 (0.2)
F20 NFD 30 0 25 13.8 (0.3) 0.361 (0.019) -5.0 (3.7)
F20 NFD 30 1 25 22.4 (2.9) 0.438 (0.052) -3.3 (0.3)
F20 NFD 30 1 4 26.6 (3.1) 0.461 (0.043) -3.4 (0.1)
F20 NFD 45 0 25 12.7 (0.9) 0.147 (0.010) -19.2 (1.3)
F20 NFD 45 1 25 22.2 (0.7) 0.421 (0.030) -1.3 (0.5)
F20 NFD 45 1 4 28,5 (5.2) 0.358 (0.077) -2.5 (0.5)
F20 NFD 60 0 25 10.9 (0.2) 0.322 (0.035) 1.7 (1.2)
F20 NFD 60 1 25 35.5 (16.4) 0.565 (0.280) -5.3 (1.1)
F20 NFD 60 1 4 70.9 (46.5) 0.914 (0.115) -5.4 (0.7)

Nanoemulsiones

Los criterios de EE y DL en la NE son el claro ejemplo de la complementariedad a la hora de analizar y
determinar los sistemas Optimos para seguir avanzando en el estudio. En términos de eficiencia de
encapsulacion, la formulacion F4, es superior con respecto a las formulaciones F3 con las mismas
cantidades de farmaco cargadas. Si bien la EE es mayor en la formulacion F4-10 mg, la cantidad
encapsulada en la formulacion F4-25 mg, es practicamente la misma (6.8 mg). Con respecto a la DL, es
similar en todas las formulaciones, exceptuando a F3-25 mg, que, si bien tiene una desviacion estandar

mayor que el resto de las formulaciones, esta sigue siendo mayor. Formulaciones descritas recientemente
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cargadas con este tipo de farmaco han presentado DL de 2 a 5% ™, y otras un poco superiores al 12-
15% 2, resultados similares a los obtenidos. Por lo tanto, las dos formulaciones que se analizaron en los
siguientes estudios fueron las formulaciones F4-25 mg y F3-25 mg, ya que son, las formulaciones
cargada con la mayor cantidad de NFD y la formulacion con mayor cantidad de fa&rmaco cargado por

cantidad de fase oleosa (Figura 13).
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Figura 13. Eficiencia de encapsulacion y la carga de farmaco de NE.

Al estudiar los perfiles de liberacion de NFD de estas formulaciones (Figura 14) ambas son similares y
ninguna sobrepasa el 20% de farmaco liberado a las 144 horas. Este perfil alcanza un estado estacionario
alrededor de las 6 horas y mantiene su concentracién hasta al menos las 144 horas. Perfiles de liberacién
mas rapidos han sido descritos, donde a tiempos de 3 0 menos horas, ya se ha liberado mas del 60% del
farmaco 172y perfiles un poco mas lentos en donde en 12 horas alcanza el 80% de liberacién. Por lo

que, al igual que las LCM, este nanosistema podria ser formulado para una liberacion prolongada.
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Figura 14. NFD liberado de ambas formulaciones en buffer fosfato pH 7.2.

En cuanto a la estabilidad de las tintas de NEs, en términos de tamafio las formulaciones sin farmaco, no
cambian demasiado el tamafio promedio en general, pero si cambia su desviacion estandar, aumentando
mayormente a temperatura ambiente. Las formulaciones cargadas de con NFD, los tamafios son menores
que el de las formulaciones blanco al inicio del estudio y en ambas condiciones hay un aumento de
tamafio, pero no hay una tendencia clara en este aumento, més que en F4 aumenta tanto el tamafio como
su desviacion estandar. Con respecto al PDI, la Unica tendencia en la mayoria de los casos es que luego
de 4 semanas el valor es menor a temperatura ambiente y ninguna de las formulaciones sobrepasa el
valor de 0.400. EIl potencial zeta en las formulaciones blanco, disminuye en magnitud a temperatura
ambiente, pero al agregar NFD a las NEs, en las dos condiciones de almacenamiento aumenta el tamafio,

no asi el potencial zeta, que disminuye drasticamente su magnitud (Tabla 6) (anexo 2).
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Tabla 6. Estudio de estabilidad de las formulaciones F3 con 0, 10 y 29 mg de NF y F4 con 0, 10, 25, 35
y 50 mg de NFD en semanas 0 y 4.

Tiempo  Temperatura

Formulacién (Semanas) (°C) Tamafo/nm PDI ZP ImV

F3 0 25 132.6 (19.2) 0.198 (0.017) -55.7 (4.1)

F3 4 25 134.8 (78.5) 0.169 (0.061) -23.1 (3.2)

F3 4 4 1155 (23.8) 0.228 (0.023) -31.0 (2.7)
F3 NFD 10 0 25 63.0 (24.3) 0.204 (0.015) -78.1 (4.0)
F3 NFD 10 4 25 130.4 (7.5) 0.228 (0.004) -31.9 (3.5)
F3 NFD 10 4 4 186.1 (16.2) 0.160 (0.013) -22.8 (1.1)
F3 NFD 25 0 25 41.1 (21.6) 0.245 (0.006) -52.3 (1.8)
F3 NFD 25 4 25 100.1 (42.7) 0.184 (0.017) -35.8 (0.6)
F3 NFD 25 4 4 146.4 (8.3) 0.221 (0.037) -29.1 (1.8)

F4 0 25 56.4 (2.0) 0.313 (0.028) -61.5 (3.5)

F4 4 25 90.7 (32.4) 0.311 (0.008) -14.1 (0.9)

F4 4 4 59.4 (15.0) 0.345 (0.041) -65.0 (1.8)
FA NFD 10 0 25 42.0 (3.6) 0.361 (0.030) -72.6 (5.6)
F4 NFD 10 4 25 92.4 (72.5) 0.295 (0.023) -25.7 (4.3)
FA NFD 10 4 4 64.9 (24.7) 0.360 (0.014) -26.3 (2.3)
F4 NFD 25 0 25 42.0 (15.8) 0.393 (0.020) -74.2 (6.3)
FA4 NFD 25 4 25 66.5 (43.6) 0.269 (0.042) -19.5 (1.5)
F4 NFD 25 4 4 91.4 (48.3) 0.350 (0.137) -19.5 (1.9)
F4 NFD 50 0 25 40.0 (9.2) 0.370 (0.018) -77.3 (2.4)
F4 NFD 50 4 25 80.6 (54.3) 0.257 (0.021) -17.6 (0.2)
FA NFD 50 4 4 67.3 (44.5) 0.303 (0.058) -22.2 (1.7)

Resultados de impresidn de las tintas

Micelas

Las tintas de LCM fueron impresas en laminas de tereftalato de polietileno. El proceso de impresion
mantuvo los rangos de tamafio previos a la impresion, pero genero una segunda poblacion sobre los 200
nm en ambos casos POI. Esto pudo ser producto de la agregacion de las LCM, lo que concuerda con el
aumento en el PDI de las formulaciones después de la impresion. Aun asi, la poblacién principal fue la

de alrededor de 12 nm, como se puede observar en la Figura 15.
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Figura 15. Gréafico de LCM F20 y F30 con 30 mg de NFD pre impresién (PRI) y POI en términos de
tamafio y PDI.

En términos de potencial zeta, hay un incremento en la magnitud POI (Figura 16), pero esto se debe a
que el equipo reporta un valor que es un promedio de varios picos en el grafico de potencial zeta
reportado por el Zetasizer. En las formulaciones no hay ningdn excipiente que otorgue una carga la LCM,
por lo que no se puede concluir nada del potencial zeta.

F30 30 mg F20 30 mg F30 30 mg F20 30 mg
PRI PRI POI POI

T =

N
o
]

-20 -
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w
o
]

-40

Figura 16. Grafico de LCM F20 y F30 con 30 mg de NFD POI en términos de potencial zeta
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En cuanto a la EI los valores son bastante bajos (Tabla 7), siendo que existe una alta eficiencia de
encapsulacion en las LCM. Esto puede ocurrir por muchos factores, tanto por que las LCM no sean
capaces del todo de proteger al principio activo del proceso de impresién, como que sean incapaces de
protegerlas de la luz. En este Gltimo escenario el problema es que, al arrastrar la muestra para cuantificar,
se expone a la luz en una capa fina y de un area de 49 cm?. Esto puede tener relacion con que los valores
de la cuantificacion del NFD van decreciendo entre la primera muestra arrastrada y la tltima. Este efecto
no es tan notorio en este sistema, ya que el decaimiento principal parece estar en el proceso de impresion.
F30 tiene mayor cantidad de gelucire, y esto concuerda con que haya una mayor cantidad de NFD en

esta formulacion.

Tabla 7. Eficiencia de impresién de LCM y la cantidad de NFD.

Formulacién El/% NFD (mg)

LCMF30-30 135 (3.2) 4.04 (0.97)
LCMF20-30 6.9 (0.8) 2.08 (0.23)

Nanoemulsion

Las formulaciones de NE fueron caracterizadas al igual que las LCM, PRIy POI. En cuanto al proceso
de impresion, este no afecta el tamafio promedio ni el PDI (Figura 17), ya que se mantienen las tendencias
ya discutidas de las dos formulaciones. Luego de la impresion no hay ninguna diferencia
estadisticamente significativa. En cuanto al potencial zeta, la Unica diferencia esté en la formulacion F3
25 mg, y aunque también aumenta el valor de la desviacion estandar, aun asi, esta diferencia si es
significativa. Una explicacion para esto es que podria existir un reordenamiento de los excipientes de la
NE, exponiendo a la lecitina mas hacia la superficie, ocurriendo asi un aumento de potencial en magnitud
(Figura 18).
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Figura 17. Grafico de NE F4-25 mg NFD y F3-10 mg NFD POI en términos de tamafio y PDI.
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Figura 18. Grafico de NE F4-25 mg NFD y F3-10 mg NFD POI en términos de potencial zeta.

La NE no cambiar en el proceso de impresion en los parametros ya discutidos, y la misma tendencia se
ve en la El (Tabla 8). La formulacién F4 al tener mayor cantidad de fase oleosa, también tuvo una mayor
capacidad de encapsular NFD, como ya se vio en el objetivo anterior, por consiguiente, imprimir una
mayor cantidad de NFD. Al igual que en las LCM, se vio el efecto de decaimiento del valor de
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absorbancia en la cuantificacion y en este caso al existir una EE baja, una disminucién absorcion al
cuantificar tiene una mayor repercusion en la El. Al parecer la NE si es capaz de proteger al NFD del

proceso de impresion, pero al exponerlo a la luz POI, hay un porcentaje de degradacién de NFD.

Tabla 8. Eficiencia de impresion de NE y la cantidad de NFD.

Formulacion El/% NFED (mg)

NEF4-25mg 736 (195)  5.00 (1.33)
NEF3-25mg 87.3 (264)  3.75 (L14)

DISCUSION

Dentro de los tres sistemas desarrollados, los dos que pudieron ser utilizados para imprimir fueron las
NE y las LCM. Los NC no se lograron desarrollar con las condiciones adecuadas para la impresion. Una
solucion para esto, es que una vez realizado el paso por alta cizalla, en vez de filtrar, la suspension se
pasa por un homogeneizador de alta presion, como esta descrito en la literatura por algunos autores %y

asi lograr NC con caracteristicas de tamafio y PDI adecuados.

Las LCM tuvieron tamafios inferiores a 20 nm, PDI menor a 0.400 y fueron monomodales en cuanto a
poblacién, al no presentar agregados. Adicionalmente, fueron estables en tiempos menores a una semana
por lo que fueron evaluados en el sistema de impresion. Las NE presentaron tamafios menores a 250 nm,
de PDI menores a 0.400 y potencial zeta de -20 mV, y también estables en tiempos menores a una semana

por lo que también fueron aptas para seguir con los experimentos.

Con respecto a la elaboracion y caracterizacion de las tintas, y en particular en la tinta de LCM, al tener
un volumen final de 60 mL de fabricacion, la suspensién se podria rotaevaporar para concentrarla y asi
tener una mayor concentracion de farmaco en la tinta. Para esto habria que considerar el efecto que
tendria en la estabilidad de las LCM al concentrarlas, ya que al no tener un potencial zeta lo
suficientemente fuerte para evitar la agregacion de las LCM, esto podria ser una limitante. Otro punto a
mejorar es su estabilidad, ya que después de 1 o 2 semanas comienza el proceso de agregacion y
crecimiento de las LCM, por lo que se podria modificar algn surfactante de la formulacion para que la
LCM tenga un potencial zeta suficiente como para aumentar su estabilidad. Aun asi, las LCM presentan
buenas EE de NFD y un perfil de liberacion prolongado, lo que las hace un buen candidato para la

impresion.

Las NEs, tienen una estabilidad de 4 al menos 4 semanas, tanto en refrigeracién como a temperatura

ambiente. Tuvieron un perfil de liberacién prolongado que no libera mas de una 20% en 144 horas. Un
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aspecto a mejorar es la EE, lo que podria ser abordado por un andlisis sistematico de la influencia de las
variables de fabricacion y formulacion. Aun dadas sus limitantes, las NE son un buen candidato para
impresion.

Finalmente, la impresion, tiene un efecto sobre el farmaco, al observarse un decrecimiento en la El
cuando se imprimen las tintas o se cuantifica lo impreso. Las LCM no son capaces de proteger el farmaco
totalmente del proceso de impresion, lo que corresponde a la baja en la El. Para dar una solucion a este
problema, hace falta dilucidar qué aspecto del proceso de impresion es el que afecta al fArmaco y a las
LCM. Otro aspecto a considerar en la impresion es el método de recoleccion de la muestra para su
posterior cuantificacion. Este puede que tenga un efecto sobre las suspensiones y el NFD al exponerlo a
la luz. El problema podria estar en la utilizacion del solvente para recolectar lo impreso. En el caso de la
NE, el solvente disuelve a los componentes de la formulacion quedando el NFD libre de la NE. Puede
que esta exposicion a la luz produzca una degradacién del farmaco. En cuanto a la El, si bien los valores
de El de NE son mayores a los de LCM, su EE es menor, por lo que los valores finales de cantidad
impresa estan dentro de los mismos rangos (tabla 9). La NE parece tener un efecto protector al proceso

de impresion que las LCM no son capaces de proporcionar, pero que compensan con una alta EE.

Tabla 9. El y cantidad impresa de NFD para NE y LCM.

Formulacion El/% NFED (mg)

NE F4-25mg 736 (19.5)  5.00 (1.33)
LCMF30-30 135 (3.2) 4.04 (0.97)
NEF3-25mg 87.3 (26.4)  3.75 (1.14)
LCMF20-30 6.9 (0.8) 2.08 (0.23)
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CONCLUSION

Concluyendo, los nanosistemas desarrollados tienen el potencial para encapsular farmacos de baja
solubilidad en agua (clase 11 y IV del BCS), como lo es el NFD. Si bien los NC no se pueden imprimir
eficientemente, si pueden ser utilizados como base para una formulacién sumado a otro proceso de
homogeneizacion. Las LCM fueron un nanosistema adecuado para adaptar a tintas de impresion. Se
observaron tamafos alrededor de 20 nm, confirmados por microscopia electronica. Las NE, resultaron
tener tamafios mayores, entre de 150 y 250 nm y un potencial zeta negativo, pero también se lograron

desarrollar las tintas.

Durante el desarrollo de las tintas de NE y LCM se pudo observar que las LCM no tienen una estabilidad
mayor a 1 semana, por lo que seria un aspecto a mejorar en las LCM. La NE tiene una mejor estabilidad,
pero EE de encapsulacion menores a las LCM. Los perfiles de liberacién de ambos nanosistemas son
similares liberando de forma prolongada en tiempos mayores a 72 horas. Se observo que las LCM no
liberaron menos de un 40% y las NE liberaron menos de un 20%. Las LCM tienen una velocidad menor
para alcanzar este porcentaje, a diferencia de las NE que son més rapidas y ya a las 6 horas logran llegar

a ese porcentaje.

Para finalizar, ambos nanosistemas fueron impresos satisfactoriamente. Si bien, bajé notoriamente la
cantidad de farmaco impreso con respecto a la EE en el caso de las LCM, se logré aumentar la cantidad
de farmaco més de 10 veces con respecto a su solubilidad en agua. Con respecto a las NE también
disminuyo la cantidad de NFD impresa POI, pero en menor grado que las LCM, y aun asi se logré

aumentar mas de 160 veces la cantidad de NFD comparandola con su solubilidad en agua.

Los mejores sistemas fueron la NE F4 con 25 mg de NFD y las LCM F30 con 30 mg de NFD, que aunque
los resultados pueden ser ain mejorados, se demostr6 que la impresion de este tipo de nanosistemas es
viable. Este logro nos ayuda a avanzar hacia la medicina personalizada, ya que permite imprimir una
dosis unitaria dependiendo del area y densidad de impresion, pudiendo lograrse la dosis necesaria para

cada paciente incluso con farmacos clase Iy 1V.
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ANEXO |

Datos del estudio de estabilidad de las formulaciones de LCM.

Tiempo

Temperatura

Formulacién (Semanas) (°C) tamafio/nm PDI ZP ImV
F30 0 25 13.1 (1.4) 0.184 (0.136) -11.2 (1.7)
F30 1 25 26.4 (7.4) 0.491 (0.029) -1.5 (0.3)
F30 2 25 96.5 (107.1) 0.758 (0.212) -3.1 (0.5)
F30 3 25 31.0 (4.9 0.765 (0.117) -2.6 (0.5)
F30 4 25 102.8 (117.9) 0.916 (0.109) -24 (0.1)
F30 0 25 13.1 (1.4) 0.184 (0.136) -11.2 (1.7)
F30 1 4 275 (1.9 0.465 (0.036) -25 (0.1)
F30 2 4 360.5 (39.9) 0.372 (0.026) -3.3 (0.1)
F30 3 4 195.4 (96.5) 0.244 (0.039) -3.1 (0.4)
F30 4 4 284.6 (18.3) 0.279 (0.057) -2.8 (0.3)

F3030 mg 0 25 12.6 (0.8) 0.350 (0.037) -7.8 (4.6)

F3030 mg 1 25 34.4 (21.0) 0.366 (0.053) -3.7 (0.2)

F3030 mg 2 25 34.6 (10.9) 0.500 (0.114) -3.1 (0.4)

F3030 mg 3 25 109.4 (8.2) 0.851 (0.136) -3.3 (0.6)

F3030 mg 4 25 57.7 (26.1) 1.000 (0.000) -2.4 (0.1)

F3030 mg 0 25 12.6 (0.8) 0.350 (0.037) -7.8 (4.6)

F3030 mg 1 4 29.0 (14.2) 0.460 (0.044) -3.2 (0.2)

F3030 mg 2 4 81.6 (97.6) 0.281 (0.021) -3.3 (0.2)

F3030 mg 3 4 258.2 (65.2) 0.352 (0.044) -4.3 (0.3)

F3030 mg 4 4 57.2 (30.4) 0.389 (0.047) -3.5 (0.3)

F3045 mg 0 25 9.6 (1.4) 0.278 (0.010) -9.8 (0.5)

F3045 mg 1 25 21.4 (1.8) 0.398 (0.034) -2.1 (0.1)

F3045 mg 2 25 88.2 (11.9) 0.940 (0.103) -3.3 (0.4)

F3045 mg 3 25 73.0 (17.0) 1.000 (0.000) -3.0 (0.5)

F30 45 mg 4 25 87.3 (24.6) 1.000 (0.000) -2.6 (0.2)

F3045 mg 0 25 9.6 (1.4) 0.278 (0.010) -9.8 (0.5)

F30 45 mg 1 4 226 (3.0) 0.361 (0.075) -2.9 (0.3)

F3045 mg 2 4 88.0 (94.1) 0.352 (0.044) -3.8 (0.9)

F30 45 mg 3 4 69.1 (72.0) 0.269 (0.018) -3.9 (0.3)

F3045 mg 4 4 148.3 (14.1) 0.222 (0.029) -3.6 (0.2)

F30 60 mg 0 25 13.6 (0.4) 0.306 (0.043) -4.7 (1.8)

F3060 mg 1 25 18.7 (3.0) 0.426 (0.126) -3.4 (0.4)
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Formulacién Tiempo Tempoeratura tamafio/nm PDI ZP ImV
(Semanas) (°C)

F30 60 mg 2 25 20.2 (5.2) 0.387 (0.082) -3.0 (0.7)
F30 60 mg 3 25 67.2 (12.1)  1.000 (0.000) -4.2 (0.3)
F30 60 mg 4 25 64.9 (10.2) 0.984 (0.028) -2.3 (0.5)
F30 60 mg 0 25 13.6 (0.4) 0.306 (0.043) -4.7 (1.8)
F30 60 mg 1 4 27.1 (3.7) 0.477 (0.174) -3.3 (0.6)
F30 60 mg 2 4 117.2 (75.9)  0.280 (0.021) -3.4 (0.2
F30 60 mg 3 4 91.0 (106.5) 0.338 (0.026) -4.1 (0.3)
F30 60 mg 4 4 196.9 (7.2) 0.285 (0.019) -3.3 (0.3)

F20 0 25 12.0 (5.6) 0.266 (0.021) -6.2 (3.0

F20 1 25 22.4 (1.8) 0.351 (0.035) -2.2 (0.1)

F20 2 25 37.4 (6.9) 0.762 (0.216) -4.6 (0.9)

F20 3 25 21.4 (11.7) 0.779 (0.191) -3.1 (0.2)

F20 4 25 39.0 (21.2)  0.904 (0.086) -4.0 (0.1)

F20 0 25 12.0 (5.6) 0.266 (0.021) -6.2 (3.0

F20 1 4 24.3 (1.2) 0.424 (0.061) -3.0 (0.1)

F20 2 4 37.4 (6.9) 0.762 (0.216) -4.6 (0.9)

F20 3 4 292.4 (21.0)  0.219 (0.030) -3.5 (0.2)

F20 4 4 290.5 (15.7)  0.210 (0.022) -3.7 (0.1)
F20 30 mg 0 25 13.8 (0.3) 0.361 (0.019) -5.0 (3.7)
F20 30 mg 1 25 22.4 (2.9) 0.438 (0.052) -3.3 (0.3)
F20 30 mg 2 25 21.4 (1.8) 0.391 (0.114) -3.5 (0.5)
F20 30 mg 3 25 82.2 (10.4)  0.605 (0.091) -3.8 (0.6)
F20 30 mg 4 25 51.9 (15.3) 0.973 (0.046) -2.4 (0.5)
F20 30 mg 0 25 13.8 (0.3) 0.361 (0.019) -5.0 (3.7)
F20 30 mg 1 4 26.6 (3.1) 0.461 (0.043) -3.4 (0.1)
F20 30 mg 2 4 455 (33.7)  0.282 (0.007) -3.3 (0.2)
F20 30 mg 3 4 29.4 (3.6) 0.427 (0.085) -4.6 (0.2)
F20 30 mg 4 4 145.4 (103.4) 0.359 (0.038) -3.5 (0.6)
F20 45 mg 0 25 12.7 (0.9) 0.147 (0.010) -19.2 (1.3)
F20 45 mg 1 25 22.2 (0.7) 0.421 (0.030) -1.3 (0.5)
F20 45 mg 2 25 61.5 (14.9) 0.814 (0.158) -3.6 (0.5)
F20 45 mg 3 25 20.8 (5.7) 0.442 (0.110) -2.4 (0.5)
F20 45 mg 4 25 159 (10.8) 0.532 (0.137) -3.4 (0.3)
F20 45 mg 0 25 12.7 (0.9) 0.147 (0.010) -19.2 (1.3)
F20 45 mg 1 4 285 (5.2) 0.358 (0.077) -2.5 (0.5)
F20 45 mg 2 4 163.7 (117.1) 0.447 (0.072) -3.1 (0.3)
F20 45 mg 3 4 123.6 (80.0) 0.270 (0.016) -3.1 (0.4)
F20 45 mg 4 4 98.7 (89.8) 0.245 (0.015) -3.1 (0.1)

43



Formulacién Tiempo Tempoeratura tamafio/nm PDI ZP ImV
(Semanas) (°C)
F20 60 mg 0 25 10.9 (0.2) 0.322 (0.035) -71.7 (1.2)
F20 60 mg 1 25 35.5 (16.4) 0.565 (0.280) -5.3 (1.1)
F20 60 mg 2 25 245 (24.8) 0.895 (0.182) -3.3 (0.6)
F20 60 mg 3 25 21.3 (16.6) 0.740 (0.301) -5.1 (0.9)
F20 60 mg 4 25 14.0 (18.7) 0.638 (0.378) -2.9 (0.4)
F20 60 mg 0 25 10.9 (0.2) 0.322 (0.035) -71.7 (1.2)
F20 60 mg 1 4 70.9 (46.5) 0.914 (0.115) -5.4 (0.7)
F20 60 mg 2 4 249 (2.2) 0.340 (0.089) -4.4 (0.6)
F20 60 mg 3 4 151.7 (104.0) 0.425 (0.082) -5.2 (0.1)
F20 60 mg 4 4 174.0 (15.0) 0.310 (0.036) -4.3 (0.3)
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ANEXO I1

Datos del estudio de estabilidad de las formulaciones de NE.

Tiempo

Temperatura

Formulacién (Semanas) °C) Tamafio/nm PDI ZP ImV
F3 0 25 132.6 (19.2) 0.198 (0.017) -65.7 (4.1)
F3 1 25 164.5 (28.5) 0.214 (0.034) -62.0 (0.8)
F3 1 4 125.8 (37.8) 0.217 (0.006) -69.5 (3.8)
F3 2 25 153.0 (16.3) 0.243 (0.011) -65.8 (1.7)
F3 2 4 89.7 (55.8) 0.229 (0.031) -74.8 (11.2)
F3 3 25 142.7 (10.6) 0.172 (0.011) -20.5 (0.6)
F3 3 4 183.8 (4.7) 0.171 (0.017) -18.9 (1.0)
F3 4 25 134.8 (78.5) 0.169 (0.061) -23.1 (3.2)
F3 4 4 115.5 (23.8) 0.228 (0.023) -31.0 (2.7)
F3 NFD 10 0 25 63.0 (24.3) 0.204 (0.015) -78.1 (4.0)
F3 NFD 10 1 25 118.5 (13.3) 0.192 (0.008) -78.0 (7.6)
F3 NFD 10 1 4 110.2 (51.7) 0.263 (0.047) -73.5 (4.9)
F3 NFD 10 2 25 84.1 (48.2) 0.184 (0.033) -67.2 (4.4)
F3 NFD 10 2 4 115.2 (8.9) 0.201 (0.012) -69.8 (1.8)
F3 NFD 10 3 25 121.0 (49.5) 0.198 (0.040) -25.6 (2.4)
F3 NFD 10 3 4 165.1 (13.1) 0.172 (0.034) -18.9 (1.4)
F3 NFD 10 4 25 130.4 (7.5) 0.228 (0.004) -31.9 (3.5)
F3 NFD 10 4 4 186.1 (16.2) 0.160 (0.013) -22.8 (1.1)
F3 NFD 25 0 25 41.1 (21.6) 0.245 (0.006) -52.3 (1.8)
F3 NFD 25 1 25 73.9 (35.1) 0.241 (0.032) -58.2 (1.4)
F3 NFD 25 1 4 90.9 (45.6) 0.212 (0.009) -67.3 (1.5)
F3 NFD 25 2 25 83.1 (46.1) 0.247 (0.011) -69.1 (3.3)
F3 NFD 25 2 4 70.9 (21.0) 0.347 (0.017) -69.2 (1.3)
F3 NFD 25 3 25 155.0 (13.7) 0.190 (0.020) -18.6 (0.3)
F3 NFD 25 3 4 145.2 (13.7) 0.200 (0.024) -15.8 (0.3)
F3 NFD 25 4 25 100.1 (42.7) 0.184 (0.017) -35.8 (0.6)
F3 NFD 25 4 4 146.4 (8.3) 0.221 (0.037) -29.1 (1.8)
F4 0 25 56.4 (2.0) 0.313 (0.028) -61.5 (3.5)
F4 1 25 184.3 (33.7) 0.307 (0.036) -11.2 (0.1)
F4 1 4 91.3 (49.7) 0.389 (0.015) -70.4 (1.7)
F4 2 25 40.9 (6.7) 0.441 (0.072) -66.1 (3.2)
F4 2 4 119.8 (56.9) 0.422 (0.068) -72.0 (3.6)
F4 3 25 96.6 (45.0) 0.300 (0.015) -7.8 (0.4)
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Formulacién (S-I; Irir:rﬁ)gs) Tem;()oecrr):ltura Tamafio/nm PDI ZP ImV
F4 3 4 38.3 (19.6) 0.380 (0.071) -52.7 (3.4)
F4 4 25 90.7 (32.4) 0.311 (0.008) -14.1 (0.9)
F4 4 4 59.4 (15.0) 0.345 (0.041) -65.0 (1.8)
F4 NFD 10 0 25 42.0 (3.6) 0.361 (0.030) -72.6 (5.6)
F4 NFD 10 1 25 915 (95.1) 0.268 (0.016) -7.9 (0.3)
F4 NFD 10 1 4 458 (5.5) 0.363 (0.074) -68.1 (0.9)
F4 NFD 10 2 25 81.6 (67.1) 0.278 (0.027) -67.0 (3.1)
F4 NFD 10 2 4 83.1 (64.3) 0.341 (0.064) -70.5 (4.2)
F4 NFD 10 3 25 112.6 (68.5) 0.270 (0.032) -27.3 (2.3)
F4 NFD 10 3 4 136.5 (53.8) 0.270 (0.014) -11.9 (0.6)
F4 NFD 10 4 25 924 (72.5) 0.295 (0.023) -25.7 (4.3)
F4 NFD 10 4 4 64.9 (24.7) 0.360 (0.014) -26.3 (2.3)
F4 NFD 25 0 25 42.0 (15.8) 0.393 (0.020) -74.2 (6.3)
F4 NFD 25 1 25 191.7 (5.6) 0.253 (0.010) -13.2 (1.6)
F4 NFD 25 1 4 107.0 (23.1) 0.358 (0.040) -70.7 (0.3)
F4 NFD 25 2 25 72.7 (70.9) 0.375 (0.011) -68.7 (3.3)
F4 NFD 25 2 4 70.4 (70.1) 0.373 (0.013) -72.6 (3.5)
F4 NFD 25 3 25 150.0 (77.3) 0.239 (0.024) -10.8 (0.5)
F4 NFD 25 3 4 191.5 (47.8) 0.230 (0.022) -11.2 (0.6)
F4 NFD 25 4 25 66.5 (43.6) 0.269 (0.042) -19.5 (1.5)
F4 NFD 25 4 4 91.4 (48.3) 0.350 (0.137) -19.5 (1.9)
F4 NFD 50 0 25 40.0 (9.2) 0.370 (0.018) -77.3 (2.4)
F4 NFD 50 1 25 74.0 (36.7) 0.338 (0.050) -89.6 (26.6)
F4 NFD 50 1 4 66.3 (38.3) 0.311 (0.027) -69.7 (3.3)
F4 NFD 50 2 25 110.1 (65.7) 0.390 (0.011) -75.2 (4.2)
F4 NFD 50 2 4 135.1 (70.0) 0.351 (0.072) -73.4 (3.2)
F4 NFD 50 3 25 115.3 (80.4) 0.256 (0.006) -23.9 (1.2)
F4 NFD 50 3 4 169.4 (22.8) 0.239 (0.022) -21.3 (0.9)
F4 NFD 50 4 25 80.6 (54.3) 0.257 (0.021) -17.6 (0.2)
F4 NFD 50 4 4 67.3 (44.5) 0.303 (0.058) -22.2 (1.7)
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