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RESUMEN

La administracion de farmacos hidrofilicos de bajo peso molecular
constituye un gran desafio en drug delivery, sobre todo para la terapia de
enfermedades crénicas. La biodistribucion parcial y rapida eliminacion de estas
moléculas activas limitan su eficacia terapéutica y aumentan significativamente
sus efectos secundarios. La inclusion de estos farmacos en sistemas
nanoestructurados constituye una posibilidad atractiva al ofrecer propiedades
farmacéuticas controlables, mayor biocompatibilidad y, en algunos casos, bajo
costo. Sin embargo, la fuerte interaccion entre estos farmacos y el medio acuoso
compromete el éxito de su encapsulamiento. En la presente investigacion, se ha
propuesto una estrategia sencilla, mediante la simple mezcla de dos soluciones
acuosas, para el desarrollo de nanomedicamentos que contengan farmacos
hidrofilicos y aromaticos de bajo peso molecular (cloroquina, amitriptilina y
prometazina) con el polimero aromatico poli(4-estirensulfonato de sodio) (PSS).
Las nanoparticulas obtenidas presentaron tamafios en un rango entre 120-180
nm, bajo indice de polidispersiéon (0.2-0.3) y potencial zeta negativo (-60 a -80
mV). Interesantemente, las nanoparticulas presentaron alta estabilidad frente a
diferentes estimulos como variacion de concentracion de sales, pH, temperatura
y tiempo. Ademas, son capaces de transformarse en un polvo reconstituible
manteniendo sus caracteristicas iniciales (diametro hidrodinAmico y potencial
zeta). En cuanto a la eficacia del proceso, las nanoparticulas evidenciaron

eficiencias de asociacion >90 % y carga de farmaco de hasta el 67 %.
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Adicionalmente, las interacciones presentes entre los farmacos seleccionados y
el PSS fueron identificadas. Los estudios de RMN-H'y NOESY demostraron la
presencia de interacciones intimas “aromatico-aromatico” que influyen en la
formacion y estabilizacion de los nanosistemas. Por su parte, la diafiltracion
determind que el atrapamiento de estos farmacos es en su mayoria
cinéticamente controlado (% KB), con constantes de disociacion (Kdis) bajas, y
con perfiles de liberacion prolongados determinados por los estudios de
liberacion in vitro (dialisis convencional y aparato USP 4). Ademas, se encontré
un buen ajuste a la ecuacion de Korsmeyer-Peppas para los perfiles de
liberacion, y el andlisis correspondiente indica la contribucion de una combinacién
de fendmenos dindmicos tales como difusion, hidratacion molecular, cambios
conformacionales en la matriz polimérica, cambios en la movilidad molecular de
las macromoléculas y un cambio en la naturaleza de la unién del farmaco al
polimero. Finalmente, la inclusion de una cuarta molécula con menor capacidad
de autoasociacion (concentracion de agregacion critica, cac) que las previamente
estudiadas, clorfenamina maleato, comprobd que tanto el proceso de formacién
de las NPs como la liberacion del farmaco desde la matriz, estan directamente
relacionados con la cac. Considerando la gran cantidad de farmacos hidrofilicos
y aromaticos de bajo peso molecular con importancia terapéutica, y la simplicidad
de la estrategia presentada, consideramos que estos resultados (formacion,

estabilidad, liberacion y efecto de la cac) pueden ser la base para elaborar una
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serie de sistemas de administracion prolongada de farmacos con aplicaciones en

diferentes patologias.
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ABSTRACT

Design, Development and Characterization of Nanoparticles Based on -1

Drug-Polymer Interactions for the Formulation of Nanomedicines.

The administration of hydrophilic and low molecular-weight drugs
constitutes a great challenge in drug delivery, especially for the therapy of chronic
diseases. The partial biodistribution and rapid elimination of these active
molecules limit their therapeutic efficacy and significantly increase their side
effects. The inclusion of these drugs in nanostructured systems constitutes an
attractive possibility by offering controllable pharmaceutical properties, greater
biocompatibility and, in some cases, low cost. However, the strong interaction
between these drugs and the aqueous medium compromises the success of their
encapsulation. In the present investigation, a simple strategy has been proposed,
by simply mixing two aqueous solutions, for the development of nanomedicines
containing hydrophilic, aromatic and low molecular-weight drugs (chloroquine,
amitriptyline, promethazine) with the aromatic polymer poly (4-styrene sulfonate)
(PSS). The nanopatrticles obtained presented sizes in a range between 120-180
nm, low polydispersity index (0.2-0.3) and negative zeta potential (-60 to -80 mV).
Interestingly, the nanoparticles presented high stability against different
stimulates such as variation in ionic strength, pH, temperature, and time.
Furthermore, they can be easily converted to a reconstitutable powder

maintaining their initial characteristics (hydrodynamic diameter and zeta
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potential). Regarding the efficacy of the process, the nanoparticles showed
association efficiencies >90% and drug load of up to 67 %. Additionally, the
interactions present between the selected drugs and the PSS were identified. The
RMN-H! and NOESY studies demonstrated the presence of intimate "aromatic-
aromatic" interactions that influence the formation and stabilization of
nanosystems. On the other hand, diafiltration determined that the entrapment of
these drugs is mostly kinetically controlled (% KB), with low dissociation constants
(Kdis), and with prolonged release profiles determined by in vitro release studies
(conventional dialysis and USP apparatus 4). In addition, a good fit to the
Korsmeyer-Peppas equation for the release profiles was found, and the
corresponding analysis indicates the contribution of a combination of dynamic
phenomena such as diffusion, molecular hydration, conformational changes in the
polymer matrix, changes in the molecular mobility of macromolecules and a
change in the nature of the binding of the drug to the polymer. Finally, the inclusion
of a fourth molecule with a lower self-association capacity (critical aggregation
concentration, cac) than those previously studied, chlorphenamine maleate,
verified that the process of formation of the NPs and the release of the drug from
the matrix are directly related to cac. Considering the large number of hydrophilic,
aromatic and low molecular-weight drugs with therapeutic importance, and the
simplicity of the presented strategy, we consider that these results

(formation, stability, release and effect of cac) may be the basis for developing a
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series of prolonged drug delivery systems with applications in different

pathologies.

XXiii



I. INTRODUCCION

I.1. Farmacos hidrofilicos y aromaticos de bajo peso molecular.

Se estima que cerca del 90 % de los farmacos comercializados
corresponden a moléculas de bajo peso molecular (<900 Da) [1, 2]. Su aplicacion
terapéutica es amplia, abarcando un gran numero de afecciones agudas y
cronicas tales como inflamacion, depresion, alergia, hipertension, diabetes e
infecciones, entre otras [3-10]. En comparacion con los farmacos de alto peso
molecular (péptidos, proteinas, enzimas, entre otros), los farmacos de bajo peso
molecular presentan una gran ventaja ya que son mas econémicos y faciles de
sintetizar, transportar y almacenar. Sin embargo, su aplicacion clinica puede
verse limitada por una serie de desventajas como: baja absorcion intracelular,
degradacion enzimatica, desarrollo de resistencia, rapida eliminacién,
biodistribucién parcial, bajo indice terapéutico y, en el caso de los farmacos
antitumorales, falta de acumulacion y retenciéon dentro del tumor [11, 12].
Desafortunadamente, la estrategia mas utilizada para contrarrestar estas
caracteristicas pasa por la necesidad de aumentar la dosificacion (en términos
de concentracion y frecuencia), con el riesgo de incrementar los efectos

secundarios.

Es importante destacar que la mayoria de los farmacos de bajo peso molecular
son acidos y bases débiles, ionizables en medio medio biolégico y con la

posibilidad de formar puentes de hidrégeno con el agua (en consecuencia,



hidrosolubles), y muchos de ellos presentan al menos un anillo aromatico en su
estructura. Interesantemente, la inclusion de anillos aroméaticos en el disefio de
farmacos es clave; de hecho, histéricamente ha sido una caracteristica
estructural clasica desde el descubrimiento de la aspirina a finales del siglo XIX
[13]. Mao y cols. describieron que mas del 70% de los medicamentos comerciales
contienen al menos un anillo aroméatico. En detalle, los farmacos: antiinfecciosos
(79.3% de ellos, ejemplo: antibioticos, antibacterianos, antifingicos y antivirales);
con efecto en el sistema nervioso central (85.3% de ellos, ejemplo:
anticonvulsivantes,  antidepresivos,  antipsicéticos,  ansioliticos, anti-
parkinsonianos y sedantes), con efectos cardiovasculares (87.4% de ellos,
ejemplo: antianginosos, antiarritmicos, antihiperlipidémicos, antihipertensivos,
antihipertensivos, antitromboticos, cardiotonicos y vasodilatadores) vy

antineoplasicos (73.8% de ellos), contienen al menos un anillo aromatico [14].

Adicionalmente, la presencia de anillos aromaticos en farmacos hidrofilicos,
aromaticos y de bajo peso molecular (HABP) se ha relacionado con una
capacidad favorecida para interactuar con dianas biolégicas de interés
terapéutico. Entre otros antecedentes, se ha evidenciado que el anillo aromatico
en farmacos HABP promueve inhibicién del citocromo P450 (enzimas que
desempeifian un papel clave en el metabolismo de la mayoria de los farmacos)
[15-18] (Fig. 1), inhibicién del canal HERG (human ether-a-go-go-related gene,
por sus siglas en inglés) [19, 20], y alta unidn a proteinas plasmaticas [21-23].

Ademas, la presencia de anillos aromaticos en una molécula también proporciona



una plataforma para su funcionalizacion, sirviendo como nucleo que permite
direccionar al farmaco hacia el destino deseado y, por lo tanto, mejorar las

interacciones con receptores especificos [24].
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Figura 1. Reconocimiento farmaco HABP-Receptor: 2',3,4-trimetoxi-trans-estilbeno (compuesto
reconocido por su actividad anticancerigena) acoplado a los sitios de union CYP1A2 (A) y
CYP1B1 (B). En laimagen los residuos de aminoéacidos que rodean los sitios activos se visualizan
como Phe226 y Phe231. Las lineas punteadas representan el reconocimiento entre los grupos
arométicos del farmaco y el citocromo P450 [25].

Considerando las ventajas ofrecidas por los farmacos HABP y su amplia
aplicacion en enfermedades agudas y crénicas, su inclusién en sistemas de
liberaciébn o administracion de farmacos es de gran interés para la comunidad

cientifica.



I.2. Inclusion de farmacos HABP en sistemas de liberacién de farmacos.

Durante muchos afios, la investigacion en el campo de la formulacion de
farmacos se ha centrado en la exploracion de sistemas que retrasen/prolonguen
la liberacién de farmacos después de su administracion. Las razones se basan
principalmente en la necesidad de manejar la alta variabilidad en los niveles
circulantes del farmaco durante el curso de una enfermedad aguda y cronica, y
prolongar el efecto para disminuir las frecuencia de la administracion [26]. Para
lograr niveles plasmaticos constantes y evitar las ineficiencias de las
formulaciones tradicionales, relacionadas con rapida eliminacion y biodistribucion
parcial que conllevan a una eficacia terapéutica reducida y mayores efectos
secundarios, se requiere el uso de sistemas de liberacion controlada de farmacos
(sistemas de drug delivery).

El uso de estrategias de drug delivery, mediante la inclusién de farmacos de bajo
peso molecular en sistemas de liberacion, se presenta como una alternativa para
contrarrestar las caracteristicas adversas antes mencionadas. En general, el
atrapamiento y la liberacion de farmacos desde una formulacién hacia el medio,
se ven afectados por las propiedades fisicoquimicas del propio farmaco y del/los
excipientes seleccionados para desarrollar la formulacién. En ese sentido, el
atrapamiento de moléculas lipofilicas es bastante exitoso y en la literatura se
pueden encontrar un gran numero de estudios que asi lo demuestran [27-32]. Sin
embargo, el atrapamiento de moléculas activas HABP representa un gran

desafio. Lo mencionado, se basa en la alta capacidad de los farmacos HABP



para interactuar de manera atractiva con el medio acuoso, lo que se traduce en
una baja encapsulacion y una liberacién rapida y descontrolada desde los
formulaciones tras su exposicion a medios bioldgicos [33-35]. Por ejemplo, Ruel-
Gariépy y cols. desarrollaron hidrogeles de quitosano para encapsular
clorfenamina, observando una liberacién inicial explosiva (burst release) del 40%
en ensayos in vitro [36]. En una investigacion desarrollada por Chen y cols.
propusieron la inclusién de doxorrubicina en un hidrogel termosensible a base de
poli (N-isopropilacrilamida) y también se evidencié un 40 % de liberacion inicial
del farmaco [37]. En la Figura 2 se muestran ejemplos de liberaciones desde
sistemas con farmacos HABP que ocurren en periodos muy cortos de tiempo
(desde segundos hasta pocas horas). Estas investigaciones reflejan la dificultad
para lograr un atrapamiento eficiente y una liberacién controlada de los farmacos
HABP desde formulaciones que utilizan interacciones no covalentes para el

atrapamiento.
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Figura 2. Liberacion in vitro de farmacos HABP incluidos en sistemas de drug delivery siguiendo
diferentes estrategias, y propuestos para tratar enfermedades crénicas: A) doxorrubicina a partir
de hidrogeles basados en poli (N-isopropilacrilamida) en solucién salina tamponada con fosfato
[37]; y B) doxorrubicina en microesferas de intercambio i6nico de sulfopropil dextrano en medio
acuoso de NaCl y NaCl + CacClz [38].



[.2.1. Nanosistemas: Nanomedicina.

En las ultimas décadas, la nanomedicina ha surgido como una gran
herramienta para el desarrollo de nuevos sistemas de liberacion de farmacos.
Los métodos de sintesis son muy variados e incorporan una serie de materiales
gue impactan directamente en las propiedades de los sistemas deseados [39-
41]. En particular, los nanosistemas como las nanoparticulas (NPs) representan
una excelente alternativa debido a su gran estabilidad coloidal y a la alta
superficie de contacto con respecto a su volumen total. Interesantemente, la
mayoria de ellos se desarrollan a base de polimeros, entre los cuales podemos
mencionar: formulaciones de farmaco-polimero combinadas fisicamente,
liposomas [42], conjugados farmaco-polimero [43], micelas poliméricas [44], NPs
poliméricas [45], entre otros (Fig. 3). Ademas, desde su descubrimiento, se han
utilizado una amplia gama de polimeros degradables y no degradables, con
caracteristicas tanto hidrofilicas como hidrofébicas [46, 47]. En particular, los
sistemas de matriz hidrofilica presentan algunas ventajas, ya que son simples de
formular, econémicos, faciles de producir y tienen una buena correlacion in vitro-
in vivo [48-50]. Sin embargo, el éxito de estos sistemas como portadores de
farmacos, esta sujeto a un equilibrio complejo entre la afinidad del farmaco por
los componentes poliméricos y por el disolvente, y que deberian proveer
idealmente de una unién eficaz del farmaco y velocidades de liberacion de este

gue sean deseables.
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Figura 3. Nanosistemas méas comunes para el atrapamiento de farmacos HABP: A) Liposomas
compuestos de una bicapa lipidica con un nucleo acuoso [51], B) conjugado farmaco-polimero
compuesto por una unién covalente entre el farmaco y el polimero [52], C) micela polimérica
compuesto de copolimeros de bloque anfifilicos [51], y D) nanoparticula polimérica compuesto
por el farmaco disperso dentro de una matriz de polimero [53].

Especificamente, la unién entre los farmacos y los nanovehiculos poliméricos
puede estar sujeta a dos tipos de interacciones quimicas: i) enlaces covalentes o
ii) interacciones supramoleculares (electrostéaticas, puentes de hidrégeno, de van
der Waals, aromatico—aromatico, entre otras). La union por enlaces covalentes
tiene la ventaja de proporcionar una fuerte union entre ambos componentes, pero
se necesitan procedimientos de produccion y/o mecanismos de liberacidon méas
complejos y costosos. Mientras que, las interacciones supramoleculares son
deseables debido a su sencillez y potencial escalabilidad industrial. Una
estrategia muy prometedora para generar NPs poliméricas que contienen
farmacos hidrofilicos consiste en simplemente mezclar dos soluciones acuosas
gue contienen macromoléculas de carga opuesta (una que contiene el farmaco y
la otra que contiene el polimero) a temperatura ambiente. En este caso, el
atrapamiento del farmaco esta gobernado por un gran nimero de interacciones

iGnicas atractivas entre los componentes macromoleculares. Sin embargo, la



estrategia descrita se limita al uso de farmacos poli-iénicos de alto peso molecular
[54-57]. En el caso de farmacos HABP, se han propuesto otras estrategias como
la congelacion de la fase interna de emulsiones multiples que contienen NPs
poliméricas [58], autoensamblaje de NPs que comprenden polimeros
modificados quimicamente [59] y sintesis de nanocristales derivados de
diferentes celulosas [60]. A pesar de que estos intentos permiten retener los
farmacos HABP, se evidencian cargas de farmaco muy bajas y/o una liberacion
muy rapida y descontrolada del activo, con liberaciones iniciales de alrededor del

40 %, Fig. 4.
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Figure 4. Liberacion in vitro de farmacos HABP incluidos en nanosistemas siguiendo diferentes
estrategias, y propuestos para tratar enfermedades crénicas: A) Imipramina a partir de
nanocristales derivados de diferentes celulosas (celulosa nativa (CNC), CNC oxidado (CNC-OX)
y CNC injertado de oligosacarido de quitosano (CNC-CSOS)) [60], y B) acido cafeico (CA), acido
clorogénico (CG) y cisplatino (CP) a partir de nanocompuestos de fosfato de calcio [61].

Los inconvenientes observados guardan relacibn con interacciones
relativamente débiles con los polimeros, que, junto con la fuerte afinidad de la

molécula de interés por el medio (solvente), resulta en una liberacion rapida.



También es importante destacar que si bien un gran numero (0 masa) de
excipientes podria permitir un atrapamiento efectivo, también se relaciona con
una baja carga de farmaco, lo que dista de ser ideal para sistemas de drug
delivery. En consecuencia, el atrapamiento supramolecular, y la liberacion
controlada de farmacos HABP en matrices hidrofilicas, sigue siendo un desafio.
Investigaciones recientes demuestran que complejos y nanoestructuras
formados/as entre contraiones de farmacos y polimeros con grupos aromaticos
presentan altas tasas de atrapamiento del farmaco (a pesar de ser desarrolladas
por la simple mezcla de las moléculas en medio acuoso). Esto se debe a la
presencia de interacciones ionicas complementadas por interacciones
aromatico—aromatico de corto alcance entre los grupos aromaticos de los

constituyentes [62-64].

[.3. Interacciones aromatico-aromatico como estrategia para el desarrollo

de sistemas de drug delivery.

Las interacciones no covalentes farmaco-polimero han ganado gran
importancia en el disefio y formacién de sistemas de administracion de farmacos
debido a sus multiples ventajas. Principalmente, las interacciones no covalentes
permiten la unién no destructiva entre el farmaco y el polimero, manteniendo
inalterables las propiedades farmacologicas y evadiendo posibles efectos
toxicolégicos que se pueden generar a partir de la modificacion quimica de los

mismos [65]. Especificamente, las interacciones aroméatico—aromatico



(conocidas también como apilamiento 17—1T) son una de las principales fuerzas no
covalentes que gobiernan el reconocimiento molecular y la estructura biolégica
de macromoléculas (Fig. 5) [66, 67]. Por lo tanto, se consideran de crucial

importancia en muchas areas de la quimica, biologia molecular y ciencias de los

materiales.
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Figura 5. Estabilizacién de la molécula de ADN mediante el apilamiento 1-1r entre sus bases
nitrogenadas [68].

1.3.1. Naturaleza de las interacciones aromatico-aromatico.

A principio de la década de 1990 Hunter y Sanders [69] establecieron un
modelo ampliamente aceptado que ofrece "reglas basicas" para comprender y
anticipar las interacciones aromatico—aromatico basadas en la competencia de

fuerzas electrostaticas y de van der Waals. Los hallazgos establecen que la

10



densidad electronica en la mayoria de los anillos aroméaticos crea un cuadrupolo
con carga negativa parcial sobre ambas caras aromaticas y una carga positiva
parcial alrededor de la periferia. Por lo tanto, las interacciones aromatico-
aromatico nacen de la interaccion entre la carga originada por la nube electronica
1T de un anillo aromatico y la carga del esqueleto de enlace o de una molécula
aromatica vecina en el medio. Adicionalmente, el proceso de desolvatacion es
clave en este tipo de interaccion, ya que las superficies apolares generan una
interaccidn solvofébica en medio acuoso. Esto quiere decir que, producto de las
interacciones hidrofobicas entre los anillos aromaticos, la poblacion de moléculas
de agua que se encuentran altamente ordenadas alrededor de un anillo
aromatico “seran liberadas”, aumentando la entropia del medio. Esta situacién se
considera energéticamente favorable ya que se liberan una cantidad importante

de moléculas de agua que solvatan los anillos aromaticos [70].

En particular, el modelo de Hunter y Sanders establece una distribucién de cargas
simple que intenta explicar las preferencias geométricas cualitativas para las
interacciones entre moléculas aroméaticas. De acuerdo con sus investigaciones,
en las interacciones aromatico-aromatico se pueden apreciar tres
conformaciones caracteristicas: i) apilamiento cara a cara (face-to-face), ii)
apilamiento cara a cara con desplazamiento iii) apilamiento de borde a cara
(edge-to-face o en T). Otros autores han incluido una cuarta categoria: iv)
geometria en forma de Y, donde dos atomos de hidrogeno se dirigen hacia el

anillo aromatico aceptor [71] (Fig. 6). Es importante destacar que las

11



interacciones aromatico-aromatico no son las Unicas en las que participan
moléculas aromaticas. Varias investigaciones han expuesto la participacion de

anillos aromaticos en interacciones tipo 1r-cation, 1 -anién, T-CH, m-NH y m-OH

R

Figura 6. Conformaciones geométricas: A) cara-cara, B) cara-cara con desplazamiento, C)
borde-cara (en forma T) y D) en forma Y [73].

[72].

1.3.2. Uso de las interacciones aromatico-aromatico en nanomedicina.

Debido a que gran parte de los farmacos comercializados poseen anillos
aromaticos, las interacciones aromatico-aromatico han cobrado un papel
importante en el disefio de sistemas de drug delivery. Investigaciones
demuestran el aprovechamiento de estas interacciones como estrategia para
lograr mayores cargas de farmaco en nanosistemas. Por ejemplo, Pei y cols.
cargaron doxorrubicina y cisplatino, ambos farmacos HABP, en o6xido de
nanografeno pegilado mediante apilamiento T—1T para generar un sistema
combinado de quimioterapia. El sistema final demostré ser capaz de aumentar
sustancialmente la capacidad de carga de doxorrubicina y cisplatino en

nanosistemas. Adicionalmente, los ensayos de liberacion in vitro mostraron que
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ambos farmacos se liberaron de manera lenta y controlada desde los
nanosistemas desarrollados, con 28.4 % y 29.1 % después de 72 horas,
respectivamente [74]. De manera similar, Wang y cols. demostraron que las
interacciones aromatico—aromatico fueron responsables de la alta capacidad de
carga de doxorrubicina en NPs de quitosano, con una carga de 1 miligramo de
doxorrubicina por miligramo de NPs, junto con una liberacion sostenida a
diferentes valores de pH (menos del 10 % a pH 5.5 y menos del 40 % a pH 7.4,

durante 50 horas en ambos casos) [75].

En los ultimos afios, nuestro grupo de investigacion ha estudiado el rol de las
interacciones aromatico-aromatico entre algunas moléculas de interés biolégico
y farmacos HABP, todos ellos catidnicos, hidrofilicos, aromaticos y de bajo peso
molecular (azul de metileno [67, 76], clorfenamina maleato [77-79], sales de
tetrazolio [80], tetraciclinas [81]) con el polimero hidrosoluble y aromatico poli(4-
estirensulfonato de sodio), PSS. El PSS es un excipiente aprobado por la FDA
(Food and Drug Administration, por sus siglas en inglés) para el tratamiento de la
hiperkalemia (o hiperpotasemia) [82, 83], y varias investigaciones apuntan a su
uso como material de recubrimiento debido a su adecuada biocompatibilidad, no
citotoxicidad, no inmunogenicidad y actividad antimicrobiana [84-87].
Interesantemente, en los estudios mencionados se demostrd que la interaccién
entre las moléculas HABP cargadas positivamente y el PSS (cargado
negativamente), permite formar complejos solubles cuya fuerza de interaccion es

significativamente mas fuerte en comparacién con otros polimeros no aromaticos
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(acido alginico, carboximetilcelulosa y carragenina). En un estudio interesante,
se demostro que los complejos formados entre el farmaco HABP clorfenamina
(CPM) y el polimero PSS presentan mayor estabilidad en comparacion con los
polimeros no aromaticos y con carga negativa (acido alginico,
carboximetilcelulosa y carragenina), y donde la interaccidbn entre ambos
componentes permanece adn en presencia de una alta concentracién de sales
(Fig. 7A) [78]. El fendmeno descrito se atribuyo a interacciones de corto alcance
entre los anillos aromaticos de CPM y PSS, las cuales fueron identificadas
mediante estudios de resonancia magnética nuclear (RMN-H'y NOESY) (Fig. 7B
y 7C) [77]. Finalmente, se demostré que la interaccidn/atrapamiento entre los
componentes es mayormente cinética que termodinamica, lo que sugiere una
mayor estabilizacion y una liberacion prolongada del farmaco HABP desde la
formulacion. Estos resultados sustentarian que la presencia de grupos con alta
densidad de electrones 1 y anillos aromaticos, aumentarian las fuerzas de
interaccidn entre el polimero (o nanosistema) y las moléculas HABP, aumentando

la capacidad de carga del farmaco y otorgando mayor estabilidad.
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Figura 7. A) Constante de formacién de CPM con polimeros no arométicos y PSS en presencia
y ausencia NaCl [78]. B) Espectro de RMN—-H! en la regién aromatica (6—8 ppm) de CPM [1x10-3
M] en presencia de PSS [1x102 M] y los polimeros no aromaticos poli(2-(N-acrilamida)-2-metil-
propansulfonato de sodio) (PAMPS) [1x10-2 M] y poli (vinil sulfonato de sodio) (PVS) [1x102 M].
C) Espectro de RMN-H! NOESY en la regién aromatica (6-8 ppm) de CPM [1x103M] en presencia
de PSS [2x10-% M] y NaCl [5x102 M]) [77].

Lo anteriormente descrito permite considerar a este tipo de interacciones como
una estrategia fisicoquimica para mejorar la estabilizacion, retencién y posterior

liberacion de farmacos en sistemas poliméricos con caracteristicas aromaticas.

I.4. Concentracion de agregacion critica (cac).

Es conocido que un gran numero de moléculas de bajo peso molecular
(incluyendo varios farmacos) exhiben un comportamiento coloidal tipico en
solucion acuosa. El proceso se produce de forma natural y espontanea, con
interacciones hidrofobas que forman autoagregados a concentraciones
suficientemente altas. A esta concentracion, a la cual muchos farmacos
incluyendo los HABP, las moléculas experimentan autoasociacion o
autoagregacion, y se conoce como “concentracion de agregacion critica” (cac)

[88].
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Interesantemente, la autoagregacion de farmacos y su comportamiento de
unién/interaccion con otras especies moleculares, son interesantes y con
potenciales aplicaciones farmacoldgicas. En especial, los sistemas farmaco-
tensioactivo se utilizan comunmente para tratar enfermedades, demostrando
tener un efecto aditivo o sinérgico que mejora la eficacia [89]. Recientemente, se
han estudiado las interacciones de algunas especies HABP en ausencia y en
presencia de aditivos [90, 91]. Sin embargo, y a pesar de que muchos estudios
describen la autoagregacion de farmacos HABP, solo unos pocos se han
centrado en la importancia de esta propiedad en el desarrollo de sistemas de
administracion de farmacos. Recientemente, Ahnfelt y cols. investigaron el
atrapamiento y liberacion de los farmacos HABP dodecilpiridinio, cetilpiridinio,
amitriptilina, clorpromazina y adifenina, con hidrogeles de carga negativa. En
particular, encontraron una correlacién directa entre la tasa de liberacion del
farmaco y la concentracion de autoagregacion del farmaco, que ademas era
dependiente de la concentracion de sal en el medio [88, 92]. Resultados similares
fueron obtenidos por Al-Tikriti y cols., quienes estudiaron el atrapamiento (a baja
fuerza ionica) y la liberacién (a alta fuerza iénica) del farmaco triciclico
antidepresivo clorhidrato de amitriptilina con hidrogeles de poliacrilato de sodio
[93]. Estos hallazgos proporcionan informacion valiosa para el disefio de nuevos
sistemas de drug delivery basados en la capacidad de autoasociacion de los

farmacos, que hasta donde sabemos, no han sido descritos anteriormente para

nanomedicamentos.
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Considerando el gran niumero de farmacos HABP, y el éxito de su asociacién con
el polimero PSS mediante interacciones aromatico-aromatico (previamente
informado por nuestro grupo de investigacion), resulta interesante explorar el
efecto de la capacidad de autoagregacion de los farmacos HABP sobre el

proceso de formacién de nanovehiculos y la liberacion posterior del farmaco.
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IIl. PROPUESTA

La propuesta principal de este trabajo de investigacion se basa en estudios
previos que demuestran que las moléculas de bajo peso molecular que tienen
cargas positivas y grupos aromaticos son capaces de establecer interacciones
aromatico-aromatico con el polimero PSS y otros polielectrélitos aromaticos [76,
78, 80, 94-98]. Potencialmente, esta interaccion intima entre los grupos
aromaticos seria clave para la formacion de los nanomedicamentos y ademas
controlaria la liberacion del farmaco desde el nanosistema hacia medios acuosos.
Para este estudio se han seleccionado inicialmente, tres farmacos modelo de
interés para terapias cronicas: i) amitriptilina (AMI): antidepresivo de la familia de
los triciclicos [99]; ii) prometazina (PMZ): antihistaminico derivado de la familia de
las fenotiazinas [100]; y iii) cloroquina (CQ): antimalérico y antiviral, derivado de
la familia de las quinonas [101]. Los farmacos seleccionados AMI, PMZ y CQ son
de bajo peso molecular (313-515 Da), hidrofilicos, aromaticos e ionizables
(grupos funcionales con carga positiva). El excipiente seleccionado para la
formulaciéon es el polimero poli(4-estirensulfonato de sodio) (PSS) que es
hidrofilico, aromatico y cargado negativamente. Las estructuras moleculares de

los farmacos HABP y el polimero PSS se muestran en la Figura 8.

La estrategia propuesta permitiria obtener nanomedicamentos que contienen

farmacos HABP, a partir de la simple mezcla de dos soluciones acuosas (farmaco
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y polimero), cuya formacién se basa en la afinidad i6nica y se estabiliza mediante

interacciones aromatico-aromatico.

Adicionalmente, el estudio de farmacos HABP con diferentes concentraciones de
agregacion critica “cac”, permitird determinar la influencia de esta propiedad en
el desarrollo de los nanomedicamentos propuestos, especificamente en términos
del atrapamiento y la posterior liberacion de la molécula hacia el medio. Para ello
se incorporara al final de esta investigacion un cuarto farmaco HABP de interés:
clorfenamina (CPM) (Fig. 8), un antihistaminico de primera generacién que se
utiliza en el tratamiento de afecciones alérgicas como la rinitis y la urticaria [102]
y que presenta caracteristicas fisico-quimicas similares a los farmacos ya
seleccionados (hidrofilica, aromatica y con carga positiva) pero con menor
capacidad de autoasociacién. El analisis de los resultados se realizara junto con

los resultados de los tres farmacos (AMI, PMZ, CQ) descritos previamente.

Teniendo en cuenta la gran cantidad de farmacos HABP con relevancia
terapéutica, esta propuesta podria ser la base para elaborar una serie de

sistemas de administracion de farmacos con liberaciéon controlada.
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Figura 8. Estructuras moleculares de los farmacos HABP seleccionados: amitriptilina
(AMI), prometazina (PMZ), cloroquina (CQ), clorfenamina (CPM) y del polimero
aromatico poli (4-estirensulfonato de sodio) (PSS).
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. HIPOTESIS

Es posible desarrollar nanomedicamentos mediante la mezcla en medio
acuoso de los farmacos hidrofilicos, aromaticos y de bajo peso molecular (HABP),
y el polimero aromatico poli(4-estirensulfonato de sodio) (PSS). Esta estrategia
generard nanomedicamentos con bajo indice de polidispersion, alta carga de

farmaco y una prolongada liberacion de éste.
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IV. OBJETIVOS

IV.1. Objetivo general
Disefiar, desarrollar y caracterizar nuevos potenciales nanomedicamentos
basados en los farmacos HABP, y el polimero poli(4-estirensulfonato de sodio),

componentes susceptibles de generar interacciones 1-1r.

IV.2. Objetivos especificos

IV.2.1. Disefar y desarrollar nanovehiculos de los farmacos HABP con el
polimero poli(4-estirensulfonato de sodio) que presenten alta eficiencia de
asociacion, carga de farmaco y rendimiento.

IV.2.2. Elucidar la naturaleza de las interacciones establecidas y caracterizar el
tipo de atrapamiento del farmaco en el nanovehiculo (cinético y/o
termodinamico).

IV.2.3. Estudiar el perfil de liberacién de los nanovehiculos utilizando dialisis y
aparato de disolucién USP 4 y determinar el mecanismo de liberacion.

IV.2.4. Estudiar la influencia de la concentracion de agregacion critica “cac” en el

atrapamiento y liberacién de los farmacos HABP desde los nanosistemas.
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V. METODOLOGIA

V.1. Disefio y desarrollo de los nanovehiculos de los farmacos HABP con el
polimero poli(4-estirensulfonato de sodio) que presenten alta eficiencia de

asociacion, carga de farmaco y rendimiento.

V.1.1. Preparacion de las formulaciones AMI/PSS, PMZ/PSS y CQ/PSS:

La formacién de nanovehiculos se explor6 mediante el estudio de
formulaciones farmaco/polimero a partir de la mezcla directa de los farmacos
cationicos AMI (313.8 g/mol, Sigma Aldrich, USA), PMZ (320.8 g/mol, Sigma
Aldrich, USA) y CQ (515.8 g/mol, Sigma Aldrich, USA) con el polimero aniénico
PSS (unidad monomérica: 206.2 g/mol, Sigma Aldrich, USA). La concentracion
de las formulaciones se definid para obtener diferentes relaciones molares =
[farmaco cationico]/[polimero anidnico]. La concentracion del polimero PSS fue
constante en todas las formulaciones, mientras que la concentracion de los
farmacos se seleccion6 para obtener una relacion final entre 0.1 y 1.2.
Brevemente, se afiadieron 5.0 mL de una solucion acuosa que contiene el
farmaco catiénico (6.6x104-7.9x10° M) a 5.0 mL de una solucién acuosa que
contiene el polimero PSS (6.6x10° M), ambos a pH 7, temperatura ambiente y

bajo agitacion continua durante 5 min para permitir una completa estabilizacion.
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V.1.2. Determinacién de tamafio, potencial zeta, concentracion de

nanoparticulas y morfologia:

Las formulaciones AMI/PSS, PMZ/PSS y CQ/PSS obtenidas se analizaron
inicialmente mediante turbidimetria en un espectrofotometro Agilent 8453
(Agilent, EE. UU.). Se midio la absorbancia de las formulaciones en una longitud
de onda (A = 650 nm) en la que ninguno de los dos compuestos (farmaco y
polimero) absorbiera. ElI diametro hidrodinAmico y el potencial zeta de las
nanoformulaciones se determinaron mediante dispersion dinamica de la luz
(DLS) y anemometria laser Doppler (LDA) utilizando un ZetaSizer NanoZS
(Malvern Instruments, Reino Unido). La determinacién de la concentracion de
nanoparticulas se realizé en un NanoSight NS300 (Malvern Instruments, Reino
Unido). Las muestras se diluyeron de 5 a 10 veces con agua Milli-Q para lograr
un rango de concentraciéon 6ptimo para la mediciéon (107-10° particulas/mL). Un
minimo de cinco videos (un minuto cada uno) capturaron el movimiento
browniano de las particulas. Posteriormente, los videos fueron analizados para
determinar la distribucion de tamafio y la concentracion de particulas utilizando
el software NTA v3.0 (Malvern, Reino Unido). La caracterizacion morfolégica se
realizd en un microscopio electrénico de transmisién de barrido (STEM), modelo
Inspect F-50 (FEI, Holanda). Las imagenes STEM se obtuvieron agregando una
gota (20 pL) de la formulacién a una rejilla de cobre (malla 200, cubierta con
Formvar) durante 2 minutos, luego se retir6 la gota con papel de filtro evitando

qgue el papel toque la rejilla, luego se lavo la rejilla dos veces con una gota de

23



agua Milli-Q durante 1 minuto y se retir0 la gota con papel de filtro.
Posteriormente, la muestra se tifid con una solucién de acido fosfotingstico al
1% (p/v) agregando una gota de esta solucion a la rejilla durante 2 minutos y
luego retirdndola con papel de filtro. Finalmente, la rejilla se seco a temperatura

ambiente durante al menos 1 h antes de ser analizada.

V.1.3. Estudios de estabilidad:

La estabilidad de las nanoformulaciones se evaluo en términos del diametro
hidrodindmico y potencial zeta en presencia de sal, variaciones de pH,
variaciones de temperatura, procesos de liofilizacion y reconstitucion, y en
funcién del tiempo utilizando un ZetaSizer NanoZS. La concentracion de sal en
el medio (NaCl entre 0—200 mM) fue controlada con un titulador automatico (MPT-
2, Malvern Instruments, Reino Unido). Para las variaciones de pH (entre 2 y 10),
se seleccionaron soluciones de HCI (0.25-0.01 M) y NaOH (0.25-0.01 M) y su
concentracion en el medio fue controlada con el titulador automatico. La
temperatura de las formulaciones se modificé directamente en el instrumento
ZetaSizer NanoZS (20-50 °C, con un tiempo de equilibrio térmico de 15 minutos)
para cada medicién de diametro hidrodinamico y potencial zeta. Para los estudios
de liofilizacion y reconstitucion, se congel6 2 mL de cada formulacion
seleccionada (AMI/PSS, PMZ/PSS y CQ/PSS) a -20 °C con el crioprotector
trehalosa (5 % y 10 %). El proceso de liofilizacién se realizé en el equipo de

liofilizacién FreeZone 1 (Labconco, USA) con una bomba de alto vacio (50 mTorr)
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durante 24 h. Las formulaciones liofilizadas fueron reconstituidas afiadiendo 2 mL
de agua Milli-Q, seguido por agitacion en vortex. Finalmente, se logro determinar
la variacion de diametro hidrodinamico y potencial zeta de las formulaciones en

periodos determinados de tiempo.

V.1.4. Determinacién de los parametros de asociacion:

La eficiencia de asociacion (% EA) se determind indirectamente
cuantificando el farmaco que no interactia con los componentes de la
formulacion, es decir, que esta libre en el medio. La separacion entre las
nanoformulaciones y el farmaco libre en el medio se realiz6 mediante
ultrafiltraciéon utilizando tubos Vivaspin 6 (MWCO 3 KDa, 5000 G x 40 min). La
cuantificacion se realizd por espectroscopia UV-vis (espectrofotometro Agilent
8453, USA) para determinar la concentracion no asociada de los farmacos AMI
(A =239 nm), PMZ (A =250 nm) y CQ (A = 343 nm). La curva estandar de AMI en
agua fue lineal (R?> 0.997) en el rango de concentraciones entre 7x10° My
7x107 M (el coeficiente de extincion molar fue 12712 M~'cm™"). La curva estandar
de PMZ en agua fue lineal (R? > 0.999) en el rango de concentraciones entre
3.5x10° M y 5x10¢ M (el coeficiente de extincion molar fue 24921 M~'cm™). La
curva estadndar de CQ en agua fue lineal (R?> > 0.995) en el rango de
concentraciones entre 4x10° My 3x10® M (el coeficiente de extinciéon molar fue
30449 M~1cm™). La eficiencia de asociacion (% EA) se determiné de la siguiente

forma:
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de farmaco inicial—[ | de farmaco no ligado

% EA =

Ecuacioén (1)

[]1 de farmaco inicial

Posteriormente se determiné la carga de farmaco o drug loading (% p/p)
dividiendo la masa de farmaco asociado en la formulacion por la masa total de
los nanosistemas. Para el calculo de la masa total de las NPs se liofilizaron 2 mL
de cada formulacion en viales de vidrio, que se masaron antes de agregar la
formulacion y después de la liofilizacion para evaluar la masa sélida total (viales
de vidrio + formulacion). El rendimiento y la carga se calcularon de la siguiente

forma:

de f3 iad .
% Carga __ _masa de farmaco asociado % 100 Ecuacion (2)

masa de NPs (experimental)

masa de NPs (experimental)

% Rendimiento = x 100 Ecuacion (3)

masa de NPs (tedrica)

V.2. Elucidacion la naturaleza de las interacciones establecidas vy
caracterizacion del tipo de atrapamiento del farmaco en el nanovehiculo

(cinético y/o termodinamico).

V.2.1. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN):

Los analisis de RMN se realizaron en D20 en un equipo AVANCE300

(Bruker, EE. UU.), utilizando tubos de vidrio de 5 mm de diametro (volumen de
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solucion tipicamente de 0.7 mL). Las concentraciones seleccionadas para los
experimentos de RMN-'H y NOESY fueron [farmaco] = 1x10°3 M y [PSS] =
1x10? M; para ello se liofilizé6 un volumen de 750 pL de cada compuesto y se
reconstituyé en D20 antes de los analisis. Finalmente, todos los espectros

obtenidos fueron analizados con el software MestReC 4.7.

V.2.2. Estudios de diafiltracion:

A fin de estudiar y caracterizar las interacciones presentes en las
formulaciones obtenidas a distintas relaciones molares entre 0.1-1.2 (AMI/PSS,
PMZ/PSS y CQ/PSS)] se realizaron estudios de diafiltracion segun el método

descrito por Moreno-Villoslada y cols. [76, 78-81, 94-98].

Para este objetivo, la diafiltracion se ha modelado como un sistema de dos
compartimentos donde se mantiene un suministro continuo de liquido desde la
camara del donante (depdsito), manteniendo un volumen constante dentro de la
celda de diafiltracion. La unidad utilizada para los andlisis de diafiltracién consistié
en una celda de diafiltracion (10 mL, Amicon 8010), una membrana de celulosa
regenerada (MWCO 5000 Dalton, Merck, Alemania), un depdsito, un selector y
una fuente de presion (Merck-Millipore, Alemania) (Figura Al, ver Anexo 1).
Para los experimentos se agregaron alicuotas de 10 mL de las formulaciones a
la celda de diafiltracion y luego se filtraron a 3 bar de presién y bajo agitacion
magnética. El volumen en la celda de filtracion se mantuvo constante durante el

experimento, creando un flujo continuo de liquido (agua Milli-Q, pH 7) a través de
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la celda de diafiltracion, desde el depdsito hasta el tubo colector. Finalmente, un
total de 8 muestras filtradas (lavadas) son recolectadas (=6 mL) y la
concentracion de cada farmaco (AMI, PMZ y CQ) en cada muestra se determiné

mediante espectrofotometria UV-vis (espectrofotdmetro Agilent 8453, USA).

En general, la teoria para la diafiltracion considera que dentro de la celda de
diafiltracion se pueden diferenciar tres estados del farmaco HABP: i) farmaco
HABP libre en solucion (sin interactuar con la formulacion), ii) farmaco HABP con
unién al polimero dependiente de equilibrios termodinamicos (atrapamiento
termodinamico), y iii) farmaco HABP con unién al polimero independiente de
equilibrios termodinamicos (atrapamiento cinético) (Figura A2, ver Anexo 1). En
ese sentido, siguiendo el método descrito previamente [76, 78-81, 94-98], fue
posible determinar el tipo de atrapamiento (termodinamico “TB” y/o cinético “KB”),
y en consecuencia la eficiencia de asociacion (EA) mediante el andlisis de los

pardmetros y el uso de las ecuaciones descritas en la Tabla 1.
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Tabla 1. Parametros descritos para la técnica de diafiltracién segin el modelo propuesto por
Moreno-Villoslada y cols. Los parametros jo y Uo, corresponden a los experimentos blancos
(farmaco HABP en ausencia de polimero).

Parametro Descripcién Ecuacion
_ Concentracién de farmaco HABP libre en la _
CHABP“bre CHABPflltrado
celda de diafiltracion
Cuasplirado | Concentracion de farmaco HABP en el filtrado Ciappfitrado-inicg 7
ChaspUMdaen | Concentracion de farmaco HABP unida a la o
. . o L C|_|AE,,PceIda-|n|c(‘|0 _ ]/jo)Ve"F
e formulacién mediante equilibrio termodindmico
F Factor de diafiltracion: fraccion de filtrado Volumenfitrado/\/glumencelda
) Fuerza de las interacciones presentes entre el Pendiente de la curva:
j . y .
farmaco HABP y la formulacion LnCpagpfiado ys, F
Fraccién de farmaco HABP unida a la < Cfiltrado inic 5, AR
v — .
formulacion dependiente del equilibrio Ceeldainic[] — gJAF]
Fraccion de farmaco HABP unida a la
u formulacién (u otro componente de la celda) 1-v
independiente del equilibrio
Kuis Constante de disociacion aparente JI(A—j) £ Kais<jojlio—j
Control termodinamico (dependiente del o
% TB o V(jo - ))/j
equilibrio)
% KB Control cinético (independiente del equilibrio) U - Uo
% EA Eficiencia de asociacion % TB + % KB
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V.3. Estudio del perfil de liberacion de los nanovehiculos utilizando dialisis
y aparato de disolucion USP 4 y determinacion del mecanismo de

liberacion.

V.3.1. Didlisis convencional:

Los estudios de liberacion in vitro de los farmacos seleccionados (AMI, PMZ
y CQ) fueron analizados inicialmente por dialisis convencional. En resumen, se
transfiieron 5 mL de las formulaciones seleccionadas AMI/PSS
([farmaco]/[polimero]= 0.6 y 0.8), PMZ/PSS ([farmaco]/[polimero]= 0.6 y 0.8) y
CQ/PSS ([farmaco]/[polimero] = 0.4) a una membrana de dialisis SnakeSkin®
(MWCO 10 KDa, ThermoScientific, USA). La membrana que contenia las
nanoformulaciones se sumergié en 95 mL de medio de liberacion (agua Milli-Q a
pH 7), y se mantuvo a 37 °C y 100 rpm en un agitador orbital (LSI-3016R,
LabTech, Daihan LabTech, Kyonggi-Do, Korea). Una alicuota de 500 uL del
medio de liberacion fue tomado a determinados intervalos de tiempo (hasta 20
dias) y reemplazado con un volumen igual de medio fresco. La cantidad de
farmaco liberado se determind midiendo la absorbancia de cada alicuota a las
longitudes de ondas seleccionadas (AMI, A = 239 nm; PMZ, A = 250 nm; y CQ,
A= 343 nm) en un espectrofotdmetro UV-vis (Agilent 8453, EE. UU.). Se
realizaron experimentos blancos con los farmacos libres en solucion bajo las
mismas condiciones. Finalmente, se construyeron las curvas de liberacion “% de

farmaco HABP liberado versus Tiempo”.
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V.3.2. Celda de flujo continuo aparato USP 4:

Cada formulacion fue evaluada utilizando un equipo de disolucion Aparato
USP 4 (Sotax CE 6, Sotax AG, Suiza). Para ello, se transfirieron 5 mL de las
nanoformulaciones seleccionadas AMI/PSS ([farmaco]/[polimero] = 0.6 y 0.8),
PMZ/PSS ([farmaco]/[polimero]= 0.6 y 0.8) y CQ/PSS ([farmaco]/[polimero] = 0.4)
a una membrana de dialisis SnakeSkin® (MWCO 10 KDa, ThermoScientific,
USA). La membrana que contiene las nanoformulaciones se sumergio en la celda
de flujo continuo de 12.5 mL de capacidad. El equipo de disolucion se operd en
configuracion cerrada, con 250 mL de agua Milli-Q (pH 7) como medio de
disolucién a 37 °C y con un flujo de 4 mL/min aproximadamente. El experimento
se llevé a cabo en un periodo de 6 horas, durante los cuales se extrajeron
alicuotas (500 pL) de la solucion cada 30 minutos y se reemplazaron con un
volumen igual de medio de liberacion [103-105]. Posteriormente, la cantidad de
farmaco liberado se determiné midiendo la absorbancia de cada alicuota a las
longitudes de ondas seleccionadas (AMI, A = 239 nm; PMZ, A = 250 nm; y CQ,
A= 343 nm) en un espectrofotometro UV-vis (Agilent 8453, EE. UU.). Finalmente,
se construyeron las curvas de liberacion “% de farmaco HABP liberado versus

Tiempo”.
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V.3.3. Determinacién del mecanismo de liberacion:

Para identificar el mecanismo de liberacidon (tanto en dialisis como en los
datos del aparato USP 4), se evaluo el ajuste de los datos a distintos modelos
matematicos (i.e. orden cero, primer orden, Higuchi y Korsmeyer-Peppas)
utilizando el programa DDSolver [106]. El coeficiente de determinacion (R?), el
criterio de informacién Akaike (AIC) y el criterio de seleccion de modelo (MSC)
fueron los parametros evaluados para seleccionar el mejor ajuste de los datos

[104].

V.4. Estudio de lainfluencia de la concentracion de agregacion critica “cac”
en el atrapamiento y liberacion de los farmacos HABP desde los

nanosistemas.

Para corroborar la capacidad de autoasociacion de los farmacos HABP, se
estudio la autoagregacion del farmaco AMI mediante RMN. Para ello, los analisis
se realizaron en D20 en un equipo AVANCE400 (Bruker, EE. UU.), utilizando
tubos de vidrio de 5 mm de diametro (volumen de solucion tipicamente de 0.7
mL) en colaboracién de la Universidad de Santiago de Chile. Siguiendo el método
descrito por Laplante y cols. [107], se realizaron espectros a diferentes
concentraciones (1 uM, 10 uM, 20 uM, 30 uM, 50 uM y 100 uM), los cuales fueron

analizados con el software MestReC 4.7.
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Posteriormente, con el fin de determinar la influencia de la cac en el atrapamiento
y liberacion de los farmacos HABP en la matriz polimérica, se incorporo
(exclusivamente para el desarrollo de este objetivo) una cuarta molécula HABP
[clorfenamina maleato (CPM)], con cac superior a las previamente estudiadas
(Tabla 2) y se desarroll6 un estudio comparativo del atrapamiento y liberacidon de
los farmacos en funcion de las diferentes cac. Adicionalmente, con el fin de evitar
falsas interpretaciones, se consideraron sélo aquellos farmacos HABP que al pH
de trabajo (pH 7) poseen una sola carga positiva (AMI y PMZ) de manera similar

a CPM.

Tabla 2. Algunos parametros fisicoquimicos de los farmacos HABP seleccionados.

Coeficiente de Concentracién
Polarizabilidad | particiéon teérico | de agregacion

Farmacos PKa (A3 (log P) critica (cac)
(MmM)
Amitriptilina 9.7 35.25 4.81 36
Prometazina 9.1 34.15 4.29 36
Clorfenamina 40y9.4 31.55 3.58 69.5

Considerando que los complejos AMI/PSS y PMZ/PSS han sido estudiados en
los primeros objetivos de este trabajo, en esta seccidon nos concentraremos en
explorar la formacién de nanosistemas con CPM (390.9 g/mol, Sigma Aldrich,
USA) y comparar los resultados obtenidos con los nanosistemas previamente
desarrollados. Para la cuantificacion de CPM, se determiné la absorbancia a A =

262 nm. La curva estandar en agua fue lineal (R? > 0.999) en el rango de
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concentraciones entre 1.4x10* My 2x10°M (el coeficiente de extincién molar fue

5781 M~ 'cm™).

Interpretacion estadistica de los resultados: los andlisis estadisticos se
realizaron utilizando el software RStudio. Para determinar qué resultados son
significativamente diferentes (p-value < 0.05) se utiliz6 el t-test para

comparaciones entre los grupos de datos
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

VI.1. Disefio y desarrollo de los nanovehiculos de los farmacos HABP con
el polimero poli(4-estirensulfonato de sodio) que presenten alta eficiencia

de asociacion, carga de farmaco y rendimiento.

VI.1.1. Desarrollo de las formulaciones AMI/PSS, PMZ/PSS y CQ/PSS:

Las formulaciones farmaco/polimero (AMI/PSS, PMZ/PSS y CQ/PSS) se
sintetizaron como se describe en la seccidén V.1. mediante la mezcla simple de
dos soluciones acuosas (una que contiene al farmaco y otra que contiene al
polimero) a temperatura ambiente. Las variables de las mezclas se exploraron
en funcion de distintas relaciones molares entre los farmacos cationicos AMI,
PMZy CQ con el polimero polianiénico aromatico PSS. Para ello, se variaron las
concentraciones de los farmacos entre 3.3x10“ y 4.0x10° M, mientras que la
concentracion del PSS se mantuvo constante a 3.3x103 M. Una vez mezcladas
las soluciones, se evidencié un comportamiento visual diferente en las distintas
formulaciones, y que van desde disoluciones, pasando por suspensiones
coloidales y llegando hasta la formacion de precipitados (Fig. 9A-C). Con el fin
de caracterizar los sistemas obtenidos, cada formulacién se analiz6 en un
espectrofotometro UV-vis a A = 650 nm (longitud de onda donde ninguno de los
componentes absorbe individualmente); la absorbancia alcanzada, y que se
mantiene estable en el tiempo, es una medida directa de la turbidez de los

sistemas, y por ende, de la formacién y/o presencia de nanoparticulas estables
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en las formulaciones. En la Figura 9D se presenta la absorbancia obtenida en
funcién de la relacion molar [farmaco]/[polimero], en ella es posible distinguir las
tres tendencias (y que se correlacionan claramente con las Fig. 9A-C): una
primera zona de "ausencia de turbidez" (absorbancia cercana a cero) atribuible a
la ausencia de interacciones y/o presencia de complejos solubles; una segunda
zona de “turbidez y ausencia de precipitados” (apreciable por un aumento de la
absorbancia) que podrian obedecer a la presencia de estructuras coloidales
estables en el medio; y, finalmente, una tercera zona de “turbidez y presencia de
precipitados” (disminucion de la absorbancia) que es atribuible a la
desestabilizacion del comportamiento coloidal. EI comportamiento descrito, se
presenta para las tres HABP analizadas. Sin embargo, y a pesar de que en los
tres farmacos estudiados se puede apreciar la misma tendencia, las relaciones
molares en las que se distinguen las “tres zonas” presentan ciertas variaciones,
lo cual se puede atribuir a las diferencias estructurales entre los farmacos y que

influenciarian su perfil de interaccion con el polimero.
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Interesantemente, la formacion de sistemas coloidales mediados por
interacciones electrostaticas se evidencia frecuentemente entre dos moléculas
de alto peso molecular (o polielectrolitos) de cargas opuestas. De manera
contraria, cuando un polielectrolito (como el PSS) y una molécula de bajo peso
molecular (como los farmacos HABP) de cargas opuestas se encuentran en
solucion, no se espera la formacion de sistemas coloidales. Esto de acuerdo con
la teoria de Manning, donde se indica que la interaccion entre iones y
polielectrolitos de carga complementaria es “sitio no-especifica”. Por lo tanto,
durante la interaccidén, ambas especies conservan su esfera de hidratacion y los
contraiones pueden moverse libremente a lo largo de la cadena del polielectrélito
[97, 108]. En ese sentido, este tipo de interacciones (electrostaticas de largo
alcance), no son adecuadas para la formacion de sistemas de administracién de

farmacos debido a que son altamente sensibles a la presencia de sales, cambios
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en el pH, entre otros [78, 79] y que afectarian la estabilidad y el perfil de cesion
del farmaco desde la formulacion. Interesantemente, la presencia de turbidez
evidenciada entre el polimero aromatico (PSS) y los farmacos HABP (AMI, PMZ
y CQ) sugiere la formacion de particulas coloidales que pudieran corresponder a
nanovehiculos farmaco-polimero. Por otra parte, en la Figura 9D también se
evidencia que el punto de maxima agregacion o "colapso"” de las formulaciones
[farmaco]/[polimero] < 1 (0.8 para AMI/PSS y PMZ/PSS, y 0.4 para CQ/PSS). En
general, este punto critico en complejos interpoliméricos ocurre en sistemas
donde la carga electrostética total tiende a cero y la relacion de carga es cercana
a 1 [109, 110]. EI comportamiento general observado sugiere la presencia de
interacciones adicionales que estarian promoviendo la formacién, estabilizacion
y colapso de los sistemas y/o formulaciones. La determinacion de las
interacciones presentes en los sistemas en estudio sera abordada en la seccién

VI.2.

VI.1.2. Determinacion de tamafo, potencial zeta, concentracién de

nanoparticulas y morfologia:

Con el fin de caracterizar los coloides obtenidos, se procedié a determinar
el didametro hidrodinamico y el indice de polidispersion (PDI) de las formulaciones
mediante DLS, y el potencial zeta mediante LDA. Como puede verse en la Figura
10, la formacion de NPs se produce en rangos muy estrechos de relaciones

[farmaco]/[polimero] y se correlaciona de buena manera con el analisis
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turbidimetrico. En el caso de las formulaciones AMI/PSS y PMZ/PSS, la
formacion de NPs ocurre a partir de relaciones [farmaco]/[polimero] de 0.6 a 0.8
(120-180 nm), con bajo PdI (de 0.20-0.36) y potencial zeta negativo (desde -40
mV a -60 mV). Los valores obtenidos de potencial zeta (en términos absolutos)
dan cuenta de la alta estabilidad de las formulaciones. Ademas, es posible
observar un aumento en el tamafio de las NPs a medida que aumentan las
relaciones [farmaco]/[polimero] lo cual puede obedecer a una mayor inclusion del
farmaco en el sistema. Los sistemas CQ/PSS se obtienen en una relacion
[farmaco]/[polimero] especifica significativamente menor (igual a 0.4), con un
tamafo hidrodindmico de 169 nm, indice de polidispersion de 0.20 y potencial
zeta de -47 mV. La presencia de NPs CQ/PSS exclusivamente en relaciones
[farmaco]/[polimero] = 0.4, difiere al comportamiento observado en las
formulaciones AMI/PSS y PMZ/PSS, donde la formacién de NPs se evidencia en
puntos mas cercanos a la electroneutralidad y en un rango mas amplio
([farmaco]/[polimero] = 0.6 a 0.8). Lo anterior podria explicarse en términos de
las propiedades fisicoquimicas de la CQ [111]. A diferencia que AMI y PMZ, al
pH de trabajo CQ es una base débil diprotonada (pkai: 8.4 y pKaz: 10.3),
favoreciendo la interaccion entre los dos atomos protonados del farmaco y el
polimero anidnico (carga positiva 2:1 carga negativa), lo que concluye en la
formacion de NPs en menores relaciones [farmaco]/[polimero]. Nétese qué si se
normaliza la formacién de NPs en términos de carga (carga positiva 1:1 carga

negativa), la formacion de NPs CQ/PSS se desplaza a relacién 0.8.
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Figura 10. Representacion gréfica de: A) didmetro hidrodinamico (nm), B) indice de
polidispersion y C) potencial zeta (mV) de las NPs AMI/PSS (naranja), PMZ/PSS (gris) y CQ/PSS
(azul) (promedio £ d.e., n = 3).

Con el propdsito de estudiar la relaciébn entre la concentracion de los
componentes y el nimero de NPs obtenidas (NPs/mL), se selecciond la técnica
de andlisis de rastreo de nanoparticulas (NTA). El método consiste en la
determinacioén del coeficiente de difusion de cada particula, el cual se registra en
un video de 60 segundos [112]. Para la presente investigacion fueron capturados
un total de 3 videos para cada formulacion. Los resultados obtenidos se aprecian
en la Figura 11, y se aprecia que el nimero de NPs formadas se mantuvo en el

rango de 2.6x10'°-15.1x10'° NPs/mL para las formulaciones de AMI/PSS (Fig.
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11A), de 1.2x10%°-11.4x10'° NPs/mL para las formulaciones de PMZ/PSS (Fig.
11B) y de 0.9x10%°-6.6x10'° NPs/mL para las formulaciones de CQ/PSS (Fig.
11C). Esinteresante destacar que en la Figura 11 se observa una relacién directa
entre la concentracion de las NPs y la turbidez observada por espectrofotometria,
corroborando que un sencillo analisis de turbidimetria (absorbancia en el rango
visible) puede ser considerado como una medida proporcional de la
concentracion de NPs en las formulaciones. La informacién anterior es de gran
utilidad ya que, en ausencia del equipo NTA, un simple analisis de absorbancia

podria usarse como un parametro relativo a la concentracion de las NPs.
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Figura 11. Concentracién en NPs/mL (columna naranja) y turbidimetria expresada en unidades
de absorbancia a 650 nm (linea azul) para las formulaciones: A) AMI/PSS, B) PMZ/PZZ, y C)
CQ/PSS (promedio + d.e., n=3).
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El andlisis de rastreo de particulas (NTA) también sirve para determinar el tamafio
de las NPs. En este sentido, los tamafos obtenidos por NTA no difieren
significativamente de los obtenidos por DLS (p-value > 0.05, Fig. 12). La similitud
observada permite inferir una alta homogeneidad de las muestras, ya que para
el ensayo de NTA se utiliza un volumen muy pequefio de la formulacion (~56
picolitros). Pequefios cambios en el niumero de particulas por cuadro pueden

conducir a grandes diferencias en los resultados del analisis [113, 114].
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Figura 12. Didmetro hidrodindmico de las NPs AMI/PSS (naranja), PMZ/PSS (gris) y CQ/PSS
(azul), mediante DLS (relleno sélido) y NTA (trama) (p-value > 0.05, promedio + d.e, n=3).

Para complementar los estudios de caracterizacion, se analizo la morfologia de
las NPs mediante STEM. Como se observa en la Figura 13, las NPs muestran
una forma esferoidal y un tamafio para AMI/PSS de 125.1 + 15.2 nm, para
PMZ/PSS de 123.4 £ 7.4 nm y para CQ/PSS de 115.1 + 14.4 nm, magnitudes

gue son similares a las reportadas por DLS y NTA. Interesantemente, en estudios
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similares, los tamafios de las NPs observadas en STEM suelen ser mas
pequefios que en DLS, esto debido a que se pierde el agua durante el proceso
de secado en la preparacion de la muestra. La similitud de tamafios observada
(STEM versus DLS versus NTA) podria reflejar la baja cantidad/ausencia de
moléculas de agua en el interior de las NPs estudiadas. Adicionalmente, es
interesante observar que las micrografias obtenidas sugieren que las NPs
estudiadas estarian compuestas por subunidades, y las que se asociarian para
formar las estructuras de mayor tamafio. En este sentido destacamos que las
formulaciones también presentan patrones de agregacion similares a los
descritos en los modelos de agregacion cluster-cluster [115]. Este
comportamiento es tipico de las suspensiones coloidales [116] y puede
interpretarse como el resultado de la disminucién de las fuerzas repulsivas entre
las subunidades formadoras de NPs (segun la teoria del DLVO) [117]. El tipo de
agregacion descrito no solo se observa en la formaciéon de NPs, sino que también
se logra apreciar cuando se obtienen macroprecipitados ([farmaco]/[polimero] =
1.2 en el caso de AMI/PSS y PMZ/PSS, y [farmaco]/[polimero] 0.6 para CQ/PSS)

como se muestra en la Figura 14.
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Flgura 13 Mlcrograflas STEM para las NPs: A) AMI/PSS 0.6, B) PMZ/PSS 0.6,y C) CQ/PSS 0.4
(las micrografias para cada NP corresponden a diferentes regiones en la misma muestra).

Figura 14. Microscopia Optica (10x) para las formulaciones: A) AMI/PSS 1.2, B) PMZ/PSS 1.2,y
C) CQ/PSS 0.6.
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VI.1.3. Estudios de estabilidad:

Una vez caracterizadas las formulaciones, se procedié a realizar estudios
de estabilidad simulando condiciones de almacenamiento y biolégicas en funcién
del diametro hidrodindmico y el potencial zeta. Para ello, se evaluaron diferentes
rangos de concentracion de sal, pHy temperatura. En estos estudios se evidenci6
qgue el diametro hidrodinamico y el potencial zeta se mantuvieron estables en
todas las condiciones ensayadas (Fig. 15-17). Es importante destacar que los
rangos seleccionados para las variables analizadas (NaCl: 0-200 mM, pH 2-10y
temperatura: 20-50 °C) superan enormemente las encontradas en el cuerpo
humano o en condiciones de almacenamiento, demostrando asi su gran potencial
para el desarrollo de medicamentos. Por otra parte, las formulaciones también
demostraron alta estabilidad en el tiempo; el didmetro hidrodinamico y el
potencial zeta se mantuvieron practicamente inalteradas por al menos 50 dias
(Fig. 18). Dicha estabilidad puede ser atribuida a la magnitud del potencial zeta
de las NPs, generando alta repulsion entre los sistemas y previniendo su
coalescencia/precipitacion. Finalmente, las formulaciones también fueron
estables a los procesos de liofilizacion y reconstitucion en agua (Fig. 19). El
método ensayado se usa con frecuencia para preservar las propiedades de las
suspensiones de NPs durante el almacenamiento y/o transporte durante largos
periodos de tiempo [118]. Esta estrategia, debido a la eliminacién total del agua,
evita la contaminacion por microorganismos y genera un producto con menor

masa, facilitando el transporte. En general, los resultados indican que se logra
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una resuspension 6ptima del producto seco, sin alterar significativamente el

tamafo y el potencial zeta de las formulaciones originales (frescas).
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Figura 15. Estudio de la variacién del diametro hidrodinamico (columna, leyenda izquierda) y
potencial zeta (rombo, leyenda derecha) de las nanoparticulas: A) AMI/PSS 0.6 (azul), 0.7
(naranja) y 0.8 (gris); B) PMZ/PSS 0.6 (azul), 0.7 (naranja) y 0.8 (gris); y C) CQ/PSS 0.4 en
presencia de diferentes concentraciones de NaCl (promedio + d.e., n=3).
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Figura 18. Estudio de la variacién del diametro hidrodinamico (columna, leyenda izquierda) y
potencial zeta (rombo, leyenda derecha) de las nanoparticulas: A) AMI/PSS 0.6 (azul), 0.7
(naranja) y 0.8 (gris); B) PMZ/PSS 0.6 (azul), 0.7 (naranja) y 0.8 (gris); y C) CQ/PSS 0.4 durante

el tiempo (promedio + d.e, n=3).
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Figura 19. Estudio de la variacion del diametro hidrodinamico (columna, leyenda izquierda) y
potencial zeta (rombo, leyenda derecha) de las nanoparticulas: A) AMI/PSS 0.6 (azul), 0.7
(naranja) y 0.8 (gris); B) PMZ/PSS 0.6 (azul), 0.7 (naranja) y 0.8 (gris); y C) CQ/PSS 0.4 después
del proceso de liofilizacion y reconstitucion en agua (como control se seleccionaron las
formulaciones sin liofilizar) (promedio £ d.e., n=3).

V.1.4. Determinacién de los parametros de asociacion:

Para finalizar con la seccion V.1., se prosiguio con la determinacion de los
parametros de asociacién del farmaco a las formulaciones. La eficiencia de
asociacion (% EA), la carga de farmaco y el rendimiento de las formulaciones
obtenidas son aspectos quimicos y farmacéuticos claves para el desarrollo
exitoso de una formulacion. Su importancia en la industria farmacéutica se
sustenta en que dichos parametros estan relacionados tanto con la eficiencia del

proceso, como con los costos asociados a los insumos (farmaco y excipientes) y
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procedimientos, lo que afecta transversalmente el desarrollo. Por lo tanto, la alta
eficiencia de asociacion, la alta carga de farmaco y el alto rendimiento
representan menores costos que podrian ser factores criticos en la toma de
decision de adoptar una tecnologia y/o ser competitivos con otras tecnologias y

productos.

Para la determinacion de los parametros de asociacion se seleccionaron dos
técnicas: centrifugacion (tubos Eppendorf) y ultrafiltracion (tubos VivaSpin®). Los
ensayos mediante centrifugacién fueron infructuosos, esto debido a que

presentaron una serie de desventajas:

a. Imposibilidad de determinacién de asociacidon [farmacol/[polimero] en

relaciones molares <0.6: Debido a la ausencia de NPs en relaciones de

[farmaco]/[polimero] inferiores a 0.6 (zona de complejos solubles), no era posible
obtener dos fases a separar. De esta manera, cualquier “sobrenadante” que se
intentaba medir a través de UV-vis correspondia al complejo farmaco/polimero y
no al farmaco no asociado.

b. Imprecision en la determinacién de las masas: Las masas obtenidas (post-

liofilizado) presentaban grandes desviaciones debido a la pérdida de masa del
tubo Eppendorf, causado por la naturaleza del material (plastico), y debido al

poco volumen de muestra (1500 puL).

Por lo antes mencionado, se decidi6 continuar la caracterizacion utilizando el

método de ultrafiltracibn con tubos VivaSpin® (separacion por exclusion de
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tamafo). En ese sentido, el método seleccionado es capaz de determinar los
pardmetros de asociacion entre los farmacos HABP y el polimero PSS, en todo
el rango de relaciones [farmaco]/[polimero] estudiadas (entre 0.1 y 1.2). En la
Figura 20 se observan valores de EA superiores al 90 % entre el rango
[farmaco]/[polimero] = 0.1-1.0; mientras que en rangos superiores
([farmaco]/[polimero] > 1.0) se observa que la EA disminuye, esto posiblemente
debido a la falta de sitios de union disponibles entre los farmacos HABP y el PSS
al superar la electroneutralizacion. Por lo tanto, se puede considerar que la unién
entre el farmaco y el polimero es cuantitativa. De manera interesante, se
observan altos porcentajes de EA en los complejos solubles (AMI/PSS < 0.6,
PMZ/PSS < 0.6 y CQ/PSS < 0.4). Este comportamiento sefiala que, si bien no
existen NPs que “encapsulen” la molécula de bajo molecular, las interacciones
gue se estan formando son lo suficientemente fuertes para mantener las

moléculas intimamente unidas.
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Figura 20. Eficiencia de asociacion de las formulaciones AMI/PSS (naranja), PMZ/PSS (gris) y
CQ/PSS (azul) en relaciones [farmaco]/[polimero] desde 0.1 hasta 1.2 (promedio + d.e., n=3).

Por su parte, la carga de farmaco o drug loading en las formulaciones se
encuentra en el rango de 12-61 % para las formulaciones ensayadas (relaciones
[farmaco]/[polimero] de 0.1-1.2, Fig. 21A). Si nos centramos en el rango donde
se forman NPs (es decir para AMI/PSS entre 0.6 y 0.8, PMZ/PSS entre 0.6 y 0.8
y CQ/PSS 0.4) podemos observar que la carga de farmaco se encuentra en
magnitudes =50 %. Estos resultados son muy importantes puesto que en trabajos
anteriores donde se utilizan farmacos y polimeros con cargas opuestas, y donde
muchas veces los componentes (farmaco y polimeros) son macromoleculares, la
carga reportada de farmaco o drug loading es tipicamente <25 % [119]; esto
debido, entre otras cosas, a que la interaccidén no es tan eficiente y/o porque se

utilizan un gran nimero de excipientes para lograr un atrapamiento exitoso.
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Adicionalmente, se obtuvieron rendimientos de produccion muy altos (72-99 %)
para las NPs AMI/PSS entre 0.6 y 0.8, PMZ/PSS entre 0.6 y 0.8 y CQ/PSS 0.4
(Fig. 21B). Los parametros de asociacion obtenidos, especialmente las altas
magnitudes de carga de farmaco sugieren que el activo estaria uniéndose
cuantitativamente al sistema, y formarian parte estructural de las NPs (actuando

como una molécula reticulante para la formulacion).

A Bi2o% I
< 60% I W 100% L I W - I I
S [ T .1 .
bo— ] [ 7 Ay W I T | [ e T H { i [ W 10 [
S ] 1 [ T 80% | ] I
Eﬂ,o% T % T T
;'E ] TTT T E 60% T T
%20% I Tr Ez::
0% | 0%

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 1.2 0.1 02 03 04 05 06 07 08 09 10 1.1 1.2

Relacion [farmaco]/[polimero] Relacién [farmaco]/[polimero]
AMI/PSS = PMZ/PSS M CQ/PSS AMI/PSS = PMZ/PSS m CQ/PSS

Figura 21. Representacion grafica de: A) carga de farmaco y B) rendimiento de las formulaciones

AMI/PSS (naranja), PMZ/PSS (gris) CQ/PSS (azul) relaciones [farmaco]/[polimero] desde 0.1
hasta 1.2 (promedio + d.e., n=3).

VI.2. Elucidacién de la naturaleza de las interacciones establecidas y

caracterizacion del tipo de atrapamiento del farmaco en el nanovehiculo

(cinético y/o termodinamico).

La elucidacion del tipo de interacciones y atrapamiento de los farmacos
HABP en las nanoformulaciones es un factor critico para comprender la
formacion de los sistemas y su comportamiento, y asi ser capaces de proyectar
nuevas formulaciones y usos. Con este fin, la resonancia magnética nuclear

permitio identificar las interacciones aromatico-aromatico presente entre las

54



especies; y la diafiltracion permitié determinar el tipo de atrapamiento cinético
(fraccion de moléculas unidas al polimero independientes de equilibrios
termodinamicos) y/o termodinamico (fraccion de moléculas unidas de manera
dependiente a equilibrios termodinamicos con constantes de disociacion). Los

resultados obtenidos se describen a continuacion:

VI.2.1. Resonancia Magnética Nuclear (RMN):

Con el fin de profundizar en el estudio de las interacciones presentes en la
formacion de las formulaciones AMI/PSS, PMZ/PSS y CQ/PSS se realizaron
estudios por RMN. La RMN-H! es una poderosa técnica que permite identificar
interacciones entre componentes que producen cambios en el entorno quimico
gue rodea a los protones de las moléculas. En particular, las interacciones
aromatico-aromatico (o -1 stacking) se detectan facilmente por RMN ya que la
esfera de hidratacién de los reactivos cambia (debido a la intima interaccion entre
los grupos funcionales involucrados), y los campos magnéticos producidos por
las corrientes electronicas de los grupos aromaticos afectan el ambiente quimico
de los protones de las moléculas vecinas [120-122]. En los experimentos de 1H-
RMN mostrados en las Figuras 22-24 podemos ver el comportamiento de los
protones en la region aromatica (desplazamiento quimico (8) entre 6.0 y 8.0 ppm)
de los farmacos AMI, PMZ y CQ en ausencia y en presencia del polimero
aromatico PSS. Los espectros completos y la asignacion de las sefales se

muestran de manera detallada en el Anexo 2.
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Figura 22. Espectro de RMN-1H en la regién aromatica de: A) AMI 1x10° M, B) AMI 1x103M en
presencia de PSS 1x102M, y C) PSS 1x102M.
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Figura 23. Espectro de RMN-1H en la regién aromatica de: A) PMZ 1x102 M, B) PMZ 1x103 M
en presencia de PSS 1x102My C) PSS 1x102 M.
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Figura 24. Espectro de RMN-1H en la regién aromatica de: A) CQ 1x10° M, B) CQ 1x10°3M en
presencia de PSS 1x102M, y C) PSS 1x102M.

Como se puede observar, las sefiales de los farmacos catidnicos presentan
desplazamientos quimicos significativos a campo alto (& menor) en presencia del
polimero PSS (Fig. 22B-23B-24B). Investigaciones anteriores describen el
desplazamiento quimico de las sefiales en direccidon del campo alto para
moléculas aroméaticas en presencia de PSS [77], en donde el cambio en las
sefales se debe al apantallamiento quimico causado cuando un protén se
encuentra cerca de un anillo aromético. Las caracteristicas descritas son
similares a las observadas en el presente estudio, y se asocian con interacciones
de tipo aromatico-aromatico de corto alcance generadas entre el PSS y las
especies de bajo peso molecular. Estas interacciones aromatico-aromatico se
originan por la atraccion entre la nube 1 negativamente cargada de un anillo

aromatico y un esqueleto o adyacente cargado positivamente de otro anillo
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aromatico colindante. El acercamiento de ambas estructuras genera un ambiente
altamente hidrofobo que conduce a la expulsion de moléculas de agua
aumentando la entropia del medio; aunado a esto, los puentes de hidrogeno que
las moléculas generan sobre si mismas disminuyen la entalpia del medio, ambas
condiciones provocan que la formacion de interacciones aromatico-aromatico

sean energéticamente favorables [123].

Adicionalmente, se realizaron experimentos NOESY (acrénimo de
“espectroscopia de efecto nuclear de Overhauser bidimensional”’). Con esta
técnica es posible obtener un diagrama que permite determinar cuales atomos
de hidrégeno, de una o varias moléculas, se aproximan de manera apreciable
entre si debido al acoplamiento de sefiales en el espacio. La presencia de picos
cruzados en las Figuras 25-26, entre los protones aromaticos de las moléculas
AMI/PSS y PMZ/PSS corrobora la presencia de interacciones -1 entre el
polimero y los farmacos HABP estudiados. Por otro lado, en el complejo CQ/PSS
los picos cruzados entre los protones de ambas moléculas son bastante débiles,
Figura 27. En este caso, la ausencia de picos cruzados en el estudio NOE no
necesariamente es evidencia de la ausencia de interacciones entre los
componentes estudiados, la ausencia puede obedecer a sefiales de RMN muy
débiles que se esconden en el ruido. Al respecto, es necesario aclarar que los
efectos NOE entre una molécula de bajo peso molecular y una macromolécula
no son siempre faciles de detectar; “idealmente son necesarias cantidades

significativas de molécula libre que esté en equilibrio (muy rapido) con su estado
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asociado”. Finalmente, las interacciones aromatico-aromatico de corto alcance
identificadas mediante RMN estarian corroborando la formacién de interacciones
adicionales a las electrostaticas de largo alcance ya presentes entre los farmacos
HABP (AMI, PMZ, CQ) y el polimero PSS. Las interacciones mencionadas
estarian generando una componente adicional que da paso a la formacion y

estabilizacion de las nanoformulaciones planteadas en esta investigacion.

Hs

HsHs.H7

7.5 7.0 6.5
8 (ppm)

Figura 25. Espectro de RMN-'H NOESY en la region aromatica de AMI 1x10-3M en presencia de
PSS 1x102 M.
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Figura 26. Espectro de RMN-'H NOESY en la region aromética de PMZ 1x10-% M en presencia
de PSS 1x102 M.

Hﬂ Hb
H11

Hob

H11

Ha

Figura 27. Espectro de RMN-'H NOESY en la regién aromatica de CQ 1x103M en presencia de
PSS 1x102 M.
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VI.2.2. Diafiltracion:

El tipo de atrapamiento (cinético y/o termodinamico) entre los farmacos
(AMI, PMZ y CQ) y el PSS determina criticamente la eficiencia del proceso de
formacion de los sistemas y podria influir de manera significativa en la estabilidad
y en el perfil de liberacion del/los farmaco/s. Los estudios de diafiltracion (DF)
representan una metodologia estratégica para proporcionar de manera sencilla
la distribucion de farmacos termodindmicamente (% TB) y/o cinéticamente (%
KB) unidos a las NPs. Para ello, en la teoria de DF se asume que dentro de la
celda de DF existen en equilibrio dos componentes, en este caso “las moléculas
de farmaco HABP libres en solucion (no asociadas)’ y “la formulacion (compuesta
por el farmaco HABP vy el polimero)”. Durante la DF, so6lo las moléculas de
farmaco HABP libres en solucidén podran atravesar la membrana; por lo tanto, al
iniciar la DF se filtraran aquellas moléculas no asociadas al polimero. En
consecuencia, las moléculas unidas al polimero, ubicadas en la parte mas
externa de la formulacién en contacto directo con la solucién (entorno altamente
hidrofilico), podran ser liberadas segun el principio de Le Chatelier. Por otro lado,
aguellas moléculas de farmaco HABP unidas al polimero, pero que se ubican en
la parte interna de la formulacion (entorno altamente hidréfobo), permaneceran
asociadas durante mayor tiempo. El principio de la DF considera que las
moléculas cuya atraccion es dependiente de equilibrios (intercambio rapido con
la solucién) exhiben una liberacion controlada termodinamicamente, mientras

gue las moléculas cuya atraccién es independiente del equilibrio (pues no esta
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en contacto directo con la solucion) exhiben una liberacion controlada
cinéticamente (Figura A2, ver Anexo 1). De esta manera, formulaciones con un
mayor componente cinético (% KB) estan asociadas a un perfil mas prolongado

de liberacion y mayor estabilidad coloidal.

En la Figura 28 se muestra la concentracion de AMI liberada desde la celda de
DF “LnCawm(frado” (en escala logaritmica, con el fin de linealizar la caida
exponencial de la concentracién del farmaco) versus cada fraccion de filtrado (F).
Estas representaciones lineales, conocidas como perfiles de DF, permiten
determinar la fuerza de interaccion (pendiente de la curva) entre el farmaco AMI
(o cualquier otra especie HABP) y el polimero aroméatico PSS (o cualquier otro

polimero hidrosoluble).

A Fraccién de Filtrado (F) B Fraccién de Filtrado (F) C Fraccion de Filtrado (F)
0 1 2 3 4 0 1 2 3 40 1 2 3 4
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Figura 28. Perfiles de DF de las formulaciones AMI/PSS (lineas multicolor) en: A) complejos
solubles ([farmaco]/[polimero] = 0.1-0.5); B) nanoparticulas ([farmaco]/[polimero] = 0.6-0.8); y C)
precipitados ([farmaco]/[polimero] = 0.9-1.2). Experimentos control: AMI en ausencia de polimero
a las distintas concentraciones ensayadas (lineas en escala de azules) (promedio + d.e., n=3).
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Posteriormente, a partir de la fuerza de interaccion (pendiente de la curva
LnCawmifrade vs, F), y siguiendo el modelo descrito en la seccién V.2., es posible
determinar los parametros de interés. Los resultados obtenidos para las
formulaciones se muestran y discuten de manera detallada en el Anexo 3,y los
parametros de constante de disociacion (Kadis), control cinético (% KB), control
termodinamico (% TB) y eficiencia de asociacion (% EA) se muestran en la Tabla
3. En general, se detalla que la mayoria de las formulaciones en la zona de los
complejos solubles y nanoparticulas presentan Kdis bajas, reflejando la alta
capacidad de los sistemas para retener el farmaco. Ademas, es posible observar
gue a relaciones molares [farmaco]/[polimero] superiores a 1 (precipitados) existe
un aumento de la Kdis, como evidencia de una disminucion de la fuerza de
interaccidn entre el farmaco HABP y PSS, lo cual podria atribuirse a la falta de
sitios de union en la matriz polimérica. Adicionalmente, se observa que la
liberacion del farmaco desde las formulaciones poliméricas estd sujeta
mayormente a un control cinético (% KB) con magnitudes desde el 63 al 98%. Lo

anterior conlleva a eficiencias de asociacion que van desde el 72 al 100%.
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Tabla 3. Parametros de DF de las formulaciones AMI/PSS en relaciones [farmaco]/[polimero]
desde 0.1 hasta 1.2 (promedio = d.e., n = 3).

AMI/PSS AMI PSS Kais KB (%) TB (%) EA (%)
(x103 M) (x103 M)
0.1 0.3 3.3 0.72+0.42 @ 86.1+8.8 2.1+0.8 88.2+15
0.2 0.7 3.3 055+0.05 @ 93.6+0.5 0.8+0.3 94.4+0.2
0.3 1.0 3.3 052+0.13 @ 94.0+0.7 1.3+0.6 95.2+0.1
0.4 1.3 3.3 050+0.15 @ 89.1+0.6 2.3+ 0.6 91.4+0.1
0.5 1.7 3.3 0.66£029 | 97.9%15 20+016 | 99.9+0.1
0.6 2.0 3.3 0.66£0.33 | 93.6+59 6.2+5.7 99.8 £0.2
0.7 2.3 3.3 0.89+0.07 @ 845+95 5.9+5.0 90.4+45
0.8 2.6 3.3 1.84+129 | 94.9+10.2 5.0+20 99.9+84
0.9 3.0 3.3 5.08+506 | 94.0+133 52+05 | 99.2+12.9
1.0 3.3 3.3 6.21+4.89 @ 76.6+3.8 5.6+ 3.3 822+17
1.1 3.6 3.3 416+1.72 | 63.4+158 97+30 | 731+128
1.2 4.0 3.3 0 704+54 1.7+1.7 721+6.3

Los hallazgos descritos anteriormente confirman la alta capacidad de interaccion
entre los componentes (farmaco AMI y polimero PSS), lo que genera un sistema
estable capaz de inmovilizar el farmaco HABP. En la Figura 29 se presenta la
retencion de AMI dentro de la celda de DF por cada fraccion de filtrado (%
Retencion AMI versus F). Es interesante observar la liberacion lenta y controlada
desde las formulaciones en presencia del polimero PSS (complejos solubles >

nanoparticulas > precipitados) y comparada con los farmacos solos.
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Figura 29. Perfiles de retencion de las formulaciones AMI/PSS (lineas multicolor) en: A)
complejos solubles, [farmaco]/[polimero] = 0.1-0.5; B) nanoparticulas, [farmaco]/[polimero] = 0.6-
0.8; y C) precipitados [farmaco]/[polimero] = 0.9-1.2. Experimentos control: AMI en ausencia de
polimero a las distintas concentraciones ensayadas (lineas en escala de azules) (promedio £ d.e.,

n=3).

En cuanto a las formulaciones PMZ/PSS, se puede mencionar que los perfiles y

los pardmetros de DF son similares a los obtenidos para la formulacion AMI/PSS.

La Figura 30 representa la concentracion de PMZ liberada desde la celda de DF

por cada fraccién de filtrado (LnCpwmzfitado versus F). El detalle de los resultados

(pardmetros de DF) que se obtienen a partir de la pendiente de esta curva se

muestran y discuten de manera detallada en el Anexo 3.
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Figura 30. Perfiles de DF de las formulaciones PMZ/PSS (lineas multicolor) en: A) complejos
solubles, [farmaco]/[polimero] = 0.1-0.5; B) nanoparticulas, [farmaco]/[polimero] = 0.6-0.8; y C)
precipitados [farmaco]/[polimero] = 0.9-1.2. Experimentos control: PMZ en ausencia de polimero
a las distintas concentraciones ensayadas (lineas en escala de azules) (promedio + d.e, n=3).

En la Tabla 4 se observan la constante de disociacion (Kdis), €l control cinético
(% KB), el control termodinamico (% TB) y la eficiencia de asociacion (% EA) para
las formulaciones PMZ/PSS ([farmaco]/[polimero] entre 0.1 y 1.2). Nuevamente,
se observa una alta interaccién entre los componentes de carga complementaria
con bajas Kdis, y donde la liberacion de farmaco es mayormente controlada
cinéticamente en la zona de los complejos solubles y nanoparticulas (KB = 89 %
- 94 %). Estos resultados sustentan la alta capacidad del polimero para atrapar
el farmaco (EA entre 95 % y 100 %). Interesantemente, de manera similar a las
formulaciones AMI/PSS, se observa que a relaciones [farmaco]/[polimero]
superiores a 1 existe un aumento de la Kdis como reflejo de una menor fuerza de
interaccidon entre las especies. Este comportamiento se sustenta en menores
valores de atrapamiento cinético y menor eficiencia de asociacion (ej. % KB = 65

%y % EA =72 % para PMZ/PSS 1.2). Lo descrito se aprecia claramente en la
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Figura 31C, donde se observa una mayor liberacion de PMZ a partir de PMZ/PSS

> 0.9, en comparacion a los complejos solubles y nanoparticulas (Figura 31A-

B). Las semejanzas descritas entre PMZ y AMI se pueden atribuir a la similitud

en las propiedades fisicoquimicas entre ambos farmacos (peso molecular,

solubilidad, LogP, pKa), lo que conduce a un comportamiento quimico similar.

Tabla 4. Parametros de DF de las formulaciones PMZ/PSS en relaciones [farmaco]/[polimero]
desde 0.1 hasta 1.2 (promedio + d.e., n=3).

PMZ/PSS PMz PSS Kais KB (%) TB (%) EA (%)
(x103 M) | (x102 M)
0.1 0.3 3.3 0.27+0.07 | 94.1+455 4.9 350 99.7 +1.08
0.2 0.7 3.3 065+0.10 | 94.7+166 1.2+0.43 96.0 +1.72
0.3 1.0 3.3 020+0.12 | 89.4+3.18 5.1+3.41 94.6 + 0.68
0.4 1.3 3.3 021+012 | 932+294 6.0 +3.40 99.2 +0.47
0.5 1.7 3.3 0.32+0.18 | 93.3+249 4.4 +2.66 97.8+0.25
0.6 2.0 3.3 031+008 | 91.2+0.71 2.9+ 0.69 94.1+0.07
0.7 2.3 3.3 0.42+0.04 | 953+0.25 4.0 £0.30 99.4 +0.12
0.8 2.6 3.3 050+0.07 | 89.9+137 5.1 +1.00 95.0 + 0.46
0.9 3.0 3.3 1.32+0.05 | 93.6+1.23 4.6+0.43 98.3 +0.82
1.0 3.30 3.3 3.04+1.15 | 86.9+0.85 4.2 £1.00 91.1+1.31
1.1 3.60 3.3 455+154 | 753+1.39 41+178 79.5 + 1.89
1.2 4.0 3.3 1591+1.31 | 64.6+4.95 7.0 +6.38 71.7+254
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Figura 31. Perfiles de retencién de las formulaciones PMZ/PSS (lineas multicolor) en: A)
complejos solubles, [farmaco]/[polimero] = 0.1-0.5; B) nanoparticulas, [farmaco]/[polimero] = 0.6-
0.8; y C) precipitados [farmaco]/[polimero] = 0.9-1.2. Experimentos control: PMZ en ausencia de
polimero a las distintas concentraciones ensayadas (lineas en escala de azules) (promedio + d.e.,
n=3).

En el caso de las formulaciones CQ/PSS, se pueden distinguir importantes
diferencias en comparacion con las otras formulaciones y donde la formacién de
los sistemas ocurre en relaciones [farmaco]/[polimero] significativamente
inferiores que para el caso de AMI'y PMZ (complejos solubles < 0.3, NPs=0.4y
precipitados = 0.5) lo que identifica una adun mayor interacciéon entre los
componentes. En este sentido, destacamos de manera particular que no se
evidencia liberacion de CQ en la zona de complejos solubles, indicando una
intensidad maxima de interaccién (y una EA del 100%). En la Figura 32 se
muestra la concentracion de CQ liberada desde la celda de DF por cada fraccion
de filtrado recolectado que contenia CQ (LnCcgfirade versus F), estos resultados
corresponden a nanoparticulas y precipitados. En todos los casos queda en
evidencia una mayor resistencia a la liberacion de CQ en comparacion con AMI

y PMZ. El detalle de los resultados (parametros de DF) que se obtienen a partir
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de la pendiente de esta curva se muestran y se discuten de manera detallada en

el Anexo 3.
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Figura 32. Perfiles de DF de las formulaciones CQ/PSS (lineas multicolor) en: A) nanopatrticulas,
[farmaco]/[polimero] = 0.4 y B) precipitados [farmaco]/[polimero] = 0.5-1.2. Experimentos control:
CQ en ausencia de polimero a las distintas concentraciones ensayadas (lineas en escala de
azules) (promedio + d.e., n=3).

Enla Tabla 5 se observan las constantes de disociacion (Kadis), el control cinético
(% KB), el control termodinamico (% TB) y las eficiencias de asociacion (% EA)
para las formulaciones CQ/PSS ([farmaco]/[polimero] entre 0.4 y 1.2). Para las
NPs en relacion molar 0.4 se observan magnitudes muy elevadas de KB (99.3
%) y EA (99.8 %), como respuesta a la alta interaccion entre los componentes
(CQy PSS)y que corresponden con una constante de disociacién (Kdis) muy baja.
Para las formulaciones CQ/PSS > 0.5, se observan valores mayores de Kadis,
como respuesta a la disminucién de la fuerza de interaccion entre los
componentes. Este comportamiento se observa claramente en la Figura 33,

donde se aprecia la mayor liberacién de la concentracion de CQ a partir de
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CQ/PSS > 0.5. La evidencia de una mayor fuerza de interaccion/atrapamiento

entre el farmaco CQ y el polimero PSS, frente a las formulaciones AMI/PSS y

PMZ/PSS, guarda relacién con un mayor grado de empaquetamiento. Como se

explico en la seccion VI.1., el comportamiento observado puede tener explicacion

en las propiedades fisicoquimicas de la cloroquina [111]. Esto debido a que la

doble protonacién en la molécula de CQ al pH de trabajo (pkai: 8.4 y pKaz: 10.3)

favorece la interaccién con el polimero anionico.

Tabla 5. Parametros de DF de las formulaciones CQ/PSS en relaciones [farmaco]/[polimero]
desde 0.1 hasta 1.2 (promedio + d.e., n=3).

CQ/PSS cQ PSS Kais KB (%) TB (%) EA (%)
(x103M) | (x10°M)

0.1 0.3 3.3 - - - -

0.2 0.7 3.3 - - - -

0.3 1.0 3.3 - - - -

0.4 1.3 3.3 0.7+0.7 99.3+0.3 05+0.3 99.8 +0.1
0.5 1.7 3.3 7.8+97 81.7+0.9 41+26 85.8+3.5
0.6 2.0 3.3 32+13 75.4+3.6 42+13 79.6 +4.8
0.7 2.3 3.3 39+16 705+2.1 46+13 75.1+3.6
0.8 2.6 3.3 125+9.3 59.8+9.1 3710 63.3+10.3
0.9 3.0 3.3 11.8+4.1 53.4+05 7.9+55 61.3+5.8
1.0 3.3 3.3 7.2+6.3 575+15.1 42+10 62.7+12.4
1.1 3.6 3.3 37.7+7.7 457 +6.8 32+17 488 +5.6
1.2 4.0 3.3 9.1+52 334+16 45+£20 37.9+15
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Figura 33. Perfiles de retencion de las formulaciones CQ/PSS (lineas multicolor) en: A)
nanoparticulas, [farmaco]/[polimero] 0.4 y B) precipitados [farmaco]/[polimero] 0.5-1.2.
Experimentos control: CQ en ausencia de polimero (lineas en escala de azules) (promedio + d.e.,
n=3).

Sibien los farmacos HABP seleccionados (AMI, PMZ y CQ) presentan diferencias
en cuanto a las componentes cinéticas y termodinamicas, queda claro que previo
al colapso de los sistemas y la aparicion de precipitados, las formulaciones
obtenidas presentan un alto grado de empaquetamiento, con eficiencias de
asociacion superiores al 90 %. Adicionalmente, se demostré que un gran
porcentaje de estas moléculas asociadas estan unidas de manera independiente
del equilibrio, es decir, su liberacién estad cinéticamente controlada (% KB),
promoviendo la estabilidad de las formulaciones desarrolladas y suponiendo una

liberacién prolongada de los farmacos HABP desde las formulaciones.

Es interesante comparar la técnica de DF versus ultrafiltracion como métodos

para determinar la eficiencia de asociacion. En la Figura 34 se observa que las
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EA obtenidas por diafiltracion se ajustan con las reportadas por el método de
ultrafiltraciéon (seccién VI1.1.) para todas las formulaciones AMI/PSS y PMZ/PSS.
Sin embargo, para las formulaciones CQ/PSS = 0.7 los métodos empiezan a
presentar diferencias significativas (p-value < 0.001, Fig. 34C). Las diferencias
observadas pueden ser atribuidas a las diferencias conceptuales entre ambas
técnicas. La ultrafiltracion es un método donde las formulaciones (reactivos) se
concentran durante el proceso. De esta manera, se promueve la interaccion entre
los reactivos (debido a la disminucién paulatina del medio acuoso, producto del
proceso de concentracion), aumentando la asociacion en el transcurso del
ensayo. Por su parte, la DF es un método de lavado dindmico, la formulacion se
va diluyendo durante el experimento, pero el volumen de medio acuoso es
constante (debido al reemplazo del medio durante el proceso de filtrado). Por lo
tanto, durante el proceso de DF no existe mecanismo alguno que promueva y/o
aumente la interaccion entre los componentes que conlleve a falsas
interpretaciones. La EA determinada por DF, y que contempla la sumatoria de las
moléculas de HABP cinéticamente (KB) y termodinamicamente (TB) unidas al
polimero, es la mas adecuada. Adicionalmente, como se observa en la Figura
34, la diferencia entre ambas técnicas aumenta a medida que se acrecienta la
presencia de precipitados en las formulaciones, (siendo mas evidente para
CQ/PSS = 0.7) y que podria explicarse por la saturacion de la membrana
(impidiendo el paso de la molécula libre en solucién). Al ser la diafiltracion un

proceso dindmico y que ocurre en mayor tiempo (duracion diafiltracion =180 min,
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duracién ultrafiltraciéon =20 min), se permite el paso del farmaco. Ademas de esto,
debemos resaltar la capacidad del método de diafiltraciébn para aportar con
parametros de mucha importancia a la hora de concebir y comprender una
formulacion como son las proporciones de farmaco atrapados cinética y/o

termodinamicamente en la formulacion.
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Figura 34. Eficiencia de asociacion determinada por las técnicas de diafiltracion (azul) y
ultrafiltracion (naranja) de las formulaciones: A) AMI/PSS 0.1-1.2, B) PMZ/PSS 0.1-1.2, y C)
CQ/PSS 0.1-1.2 (promedio * d.e., n=3, **p-value < 0.001).
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VI.3. Estudio del perfil de liberacion de los nanovehiculos utilizando dialisis
y aparato de disoluciéon USP 4 y determinacion del mecanismo de

liberacion.

Con el objetivo de identificar los perfiles de liberacion de las formulaciones
obtenidas se realizaron estudios de liberacion in vitro. Para ello, seleccionamos

la dialisis convencional y el aparato de disolucion USP 4 de flujo continuo.

La liberacion de los farmacos HABP desde las NPs se realizo inicialmente
mediante dialisis (37 °C y agitacion continua). En la Figura 35A se muestra el
perfil de liberacion acumulado de AMI en funcion del tiempo para las
formulaciones AMI/PSS en relacion de carga 0.6 (linea azul) y 0.8 (linea naranja).
Los resultados obtenidos evidencian la capacidad de la nanoformulacion para
retener el farmaco HABP, con una liberacién acumulada que no excede el 20 %
durante 20 dias (en ambos casos). Por su parte, los perfiles de liberacién
acumulada para las formulaciones PMZ/PSS en relacién de carga 0.6 (linea gris)
y 0.8 (linea amarilla) se muestran también en la Figura 35A, y presentan un

comportamiento similar al observado en las nanoformulaciones de AMI/PSS.
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Figura 35. Liberacién acumulada (%) de las formulaciones AMI/PSS 0.6 (linea azul), AMI/PSS
0.8 (linea naranja), PMZ/PSS 0.6 (linea gris), PMZ/PSS 0.8 (linea amarilla) y CQ/PSS 0.4 (linea
roja) evaluado mediante dialisis (A), y celda de flujo continuo aparato USP 4 (B) (promedio + d.e.,
n=3).

Interesantemente, el comportamiento de las nanoformulaciones dentro del
dispositivo de didlisis (bolsa con una membrana semipermeable) comparte
similitudes con las bases tedricas de la técnica de diafiltracion (seccién V.2.) y
gue se muestran con detalle en la Figura A2 (Anexo 1): dentro de la bolsa de
didlisis ocurre un proceso similar al expuesto dentro de la celda de diafiltracion
“‘una vez que una molécula de farmaco HABP libre en solucion atraviesa la
membrana, una molécula unida al polimero y que es dependiente de equilibrios
termodinamicos sera obligada a romper su interaccion con el polimero para
ocupar el lugar de la que se acaba de filtrar (segun el principio de Le Chatelier)”.
Esto quiere decir que, inicialmente en el proceso de liberacion del farmaco HABP,
se estarian liberando del polimero Unicamente aquellas moléculas controladas

termodinamicamente (% TB). En la Figura 35A, se observa que la formulacion
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con menor fraccion de moléculas unidas al polimero dependientes de la
termodinamica (CQ/PSS 0.4, % TB = 0.5 %), es aquella que presenta menor
porcentaje de liberacion (6 % en 20 dias). Sin embargo, segun los experimentos
de dialisis, pareciera que existe un maximo de liberacion permitida (plateau). Si
se observa la Figura 35A, las formulaciones AMI/PSS y PMZ/PSS no liberan méas
del 20 % en un periodo de 20 dias, de hecho, se acercaron bastante a ese
maximo desde el dia 1, presentando un “estancamiento en la liberacion”. El
mismo comportamiento se observa para la nanoformulacién CQ/PSS 0.4.
Tomando en cuenta que: i) la dialisis es un proceso estatico (donde la bolsa de
didlisis esta suspendida en un volumen constante de medio de liberacién), de
manera contraria al organismo (proceso dindmico), y ii) la liberacion a través de
la membrana depende significativamente de la fraccion del medio que se extrae
(muestra para cuantificar) como de la fraccion de farmaco contenida en él (solo
asi se favorece el desplazamiento del equilibrio del farmaco HABP); es poco

probable tener un acercamiento al comportamiento biolbgico de la

nanoformulacion utilizando dialisis convencional. Un estudio de liberacién in vitro

mas adecuado, y que simula de mejor manera la dinamica del organismo (aunque
de manera mucho mas acelerada), es la celda de flujo continuo del aparato USP
4; esta ultima fue la otra metodologia seleccionada para estudiar la liberacién.
Para ello, se ocup6 el sistema en configuracion cerrada, a 37 °C y con un flujo de
4 mL/min (agua Milli-Q a pH 7). En la Figura 35B se detallan los perfiles de

liberacién para las cinco formulaciones (AMI/PSS 0.6, AMI/PSS 0.8, PMZ/PSS

76



0.6, PMZ/PSS 0.8 y CQ/PSS 0.4). De manera similar a lo observado por
diafiltracion, la celda de flujo continuo permite un analisis de liberacion dinamica

y constante de los farmacos HABP hacia el medio, Figura A9, Anexo 4.

Con el fin de identificar el mecanismo de liberacion de las nanoformulaciones, se
evaluo el ajuste de los datos a distintos modelos matematicos (i.e. orden cero,
primer orden, Higuchi y Korsmeyer-Peppas). El coeficiente de determinacién
(R?), el criterio de informacion Akaike (AIC) y el criterio de seleccién de modelo
(MSC) fueron los parametros evaluados para seleccionar el mejor ajuste. En la
Tabla 6 se muestran los resultados obtenidos de las cinco formulaciones
estudiadas (AMI/PSS 0.6, AMI/PSS 0.8, PMZ/PSS 0.6, PMZ/PSS 0.8 y CQ/PSS
0.4). Basado en el mejor ajuste, se determiné que todas las formulaciones
evaluadas (farmaco HABP/PSS) presentan un mejor ajuste al modelo de
Korsmeyer-Peppas (un ejemplo del ajuste se muestra en el Anexo 5). El modelo
mencionado utiliza el exponente de liberacion “n” para caracterizar diferentes
mecanismos de liberacion. Si el valor de “n” es menor de 0.5, el mecanismo de
liberacion es mediado por difusion Fickiana. Sin embargo, se ha demostrado que
el valor exponencial de “n” esta directamente relacionado con el
tamafo/estructura de la particula, asi como a la naturaleza de sus componentes.
Brevemente, un exponente de difusién n = 0.5 se asocia a estructuras tipo films,
n = 0.45 a estructuras cilindricas y n = 0.43 a estructuras esferoidales. Sin
embargo, los valores mas bajos de n = 0.43 todavia no se han asociado con

ningun tipo de estructura. Como se observa en la Tabla 6, los valores del
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exponencial de difusion “n” oscilan entre 0.13 y 0.42. Considerando que las NPs
descritas en nuestra investigacion surgen de la agregacion entre moléculas
hidrofilicas (farmaco HABP y el polimero PSS), el proceso de hinchamiento
podria conducir a cambios estructurales, incluidos cambios en la conformacion
macromolecular y la movilidad de las cadenas, en la extension de la hidratacion
de los agregados, en el tamafio y distribucion de las areas hinchadas, y
finalmente en el confinamiento cinético de los farmacos [124]. En consecuencia,
y considerando que el farmaco HABP es una parte estructural de las NPs, no es
factible garantizar la difusién Fickiana como el Unico mecanismo involucrado en
el proceso de liberacion. En lugar de esto, se espera una contribucion importante
de la reorganizacion de la matriz de polimero y la hidratacion molecular, de modo
gue el bajo valor del exponente “n” en la ecuacion de Korsmeyer-Peppas pueda
surgir del comportamiento dinamico del sistema en su conjunto. Estos hallazgos
respaldan nuestro analisis previo en los experimentos de diafiltracion: el
mecanismo de liberacion sigue un proceso complejo que esta altamente
relacionado con la estructura de las NPs, la naturaleza de sus componentes y el

comportamiento dindmico del sistema durante el lavado.
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Tabla 6. Andlisis de datos segun los modelos de orden cero, primer orden, Higuchi y Korsmeyer-
Peppas (dialisis y aparato USP 4) para las NPs AMI/PSS, PMZ/PSS y CQ/PSS de acuerdo con
los perfiles de liberacion.

Dialisis Aparato USP 4
Formulaciéon Modelo R2 AIC MSC n R2 AIC MSC n
Orden Cero 0.817 88.00 1.53 - 0.705 -81.98 0.48 -
Primer Orden | 0.817 87.95 1.53 - 0.705 -81.98 0.48 -
AMI/PSS
0.6 Higuchi 0.807 87.83 1.54 - 0.736 -84.78 0.59 -
Korsmeyer- 0.809 78.94 1.91 0.17 | 0.833 -94.63 099 | 0.21
Peppas
Orden Cero 0.755 92.44 1.32 - 0.851 -85.98 1.40 -
Primer Orden | 0.759 91.96 1.34 - 0.851 -86.00 1.40 -
AMI/PSS
0.8 Higuchi 0.775 90.31 1.41 - 0.909 -99.43 1.94 -
Korsmeyer- 0.809 85.44 1.61 0.13 | 0.945 | -110.05 2.37 | 0.37
Peppas
Orden Cero 0.519 | 121.83 0.53 - 0.922 | -108.97 2.20 -
Primer Orden | 0.536 | 121.12 0.57 - 0.922 | -108.99 2.20 -
PMZ/PSS
0.6 Higuchi 0.544 | 120.77 0.59 - 0.922 | -108.04 2.16 -
Korsmeyer- 0.834 | 102.24 1.51 0.24 | 0.909 | -106.81 211 | 0.37
Peppas
Orden Cero 0.536 | 126.58 0.57 - 0.922 | -106.63 2.11 -
Primer Orden | 0.555 | 125.75 0.61 - 0.922 | -106.66 211 -
PMZ/PSS
0.8 Higuchi 0.563 | 125.36 0.63 - 0.974 | -134.82 3.24 -
Korsmeyer- 0.856 | 102.24 1.65 0.22 | 0.968 | -127.79 295 | 042
Peppas
Orden Cero 0.634 55.23 0.88 - 0.237 -94.24 -0.88 -
Primer Orden 0.637 54.98 0.90 - 0.237 -94.24 -0.88 -
CQI/IPSS
0.4 Higuchi 0.668 52.13 1.04 - 0.230 -94.15 -0.88 -

Korsmeyer- 0.798 44.02 1.44 0.16 | 0.777 | -126.54 0.41 | 0.10
Peppas
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De acuerdo con lo anteriormente discutido, proponemos un mecanismo de
liberacion que combina los hallazgos encontrados por diafiltracion y por el
aparato USP 4. En este sentido, proponemos que luego de la liberacion del
farmaco unido termodinamicamente a la formulacion (mas disponible para la
liberacion y supuestamente localizado en la superficie de la formulacion), procede
la penetracion de agua (hinchamiento) hacia la matriz polimérica de las NPs.
Teniendo en cuenta que el farmaco HABP es un componente estructural de las
NPs, existira un desprendimiento simultdneo del polimero (reestructuracién),
exponiendo el material subyacente a la liberacion (o sea, la fraccién de farmaco
gue antes estaba atrapado cinéticamente ahora esta termodinamicamente
disponible). Lo anterior haria mencion a una formulacién de liberacion controlada
y prolongada del farmaco, y que depende sensiblemente de los componentes
estructurales y del tipo de atrapamiento (cinético y/o termodinamico) en la
formulacién (Figura 36). Hasta donde sabemos, el mecanismo de liberacion

observado aqui no se ha descrito para otros nanosistemas.
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Figura 36. Mecanismo de liberacién propuesto para los nanovehiculos desarrollados.

VI.4. Estudio de lainfluenciade laconcentracién de agregacion critica “cac”
en el atrapamiento y liberacion de los farmacos HABP desde los

nanosistemas.

Es conocido que las moléculas HABP son capaces de autoasociarse y sus
valores autoasociacion se encuentran descritos para varias especies [89]. En ese
sentido, para corroborar la capacidad de auto asociaciéon de las moléculas
seleccionadas, se realizaron experimentos adicionales para AMI siguiendo el
método propuesto por LaPlante y cols. [107]. El método describe el monitoreo de

los espectros de RMN-H! en funcién de la concentracion. Si la molécula de
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interés se autoasocia, se esperan cambios y caracteristicas de RMN inusuales
debido a cambios en los entornos locales. Por lo tanto, la concentracion de
agregacion critica (cac) sera aquella donde se evidencien cambios con respecto
a los espectros caracteristicos, tales como variacion en el nimero de sefiales,
ensanchamiento de sefiales y/o desplazamientos quimicos. Como se observa en
la Figura 37, la autoasociacion de AMI se encuentra entre 30 mM y 50 mM,
evidenciado por un fuerte desplazamiento de las sefiales a campo alto (6 menor),

coincidiendo con lo reportado en la literatura (cac = 36 mM) [125].
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Figura 37. Espectro de RMN-!H en la region aromatica de: AMI A) 100x102 M, B) 50x10-3 M, C)
30x10-3 M, D) 20x103 M, E) 10x10-3 M, F) 1x102 M.
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Interesantemente, las NPs desarrolladas en nuestra investigacion ocurren en
concentraciones de farmacos HABP muy por debajo de las cac reportadas. De
manera preliminar, se puede pensar que la capacidad de autoasociacion de los
farmacos seleccionados (formando un polimero cuyos monomeros no se
encuentran asociados covalentemente), aunado a la presencia de interacciones
aromatico-aromatico con el polimero PSS, generarian un efecto sinérgico que
produce el acoplamiento intimo observado promoviendo la formacion de NPs (a
concentraciones de farmaco HABP menores que la cac). Para ello, se realizé un
estudio comparativo entre diferentes farmacos HABP, dos de ellos con la misma
cac, en el caso de AMI y PMZ (cac = 36 mM [88, 126]), y clorfenamina (CPM) con
cac significativamente mayor (cac = 69.5 mM [88, 89]). Considerando que los
complejos AMI/PSS, PMZ/PSS han sido bien descritos en los objetivos previos,
en el presente apartado nos concentramos en explorar la formacion de los
complejos CPM/PSS y comparar los resultados con los obtenidos previamente
(especificamente con las NPs AMI/PSS 0.6, AMI/PSS 0.8, PMZ/PSS 0.6 y

PMZ/PSS 0.8).

Inicialmente, la formacion de las formulaciones CPM/PSS fue monitoreada por
turbidimetria en relaciones molares [farmaco]/[polimero] entre 0.1y 2.0. Para ello,
siguiendo con el procedimiento descrito en la seccién V.1., se prepararon
soluciones del farmaco CPM y el polimero PSS a pH 7.0, aumentando la
concentracion de CPM (monoprotonada al pH de trabajo; pKai: 4.0 y pKaz: 9.4),

mientras se mantuvo constante la concentracion de PSS (3.3x10° M, misma

83



concentracion ocupada para los sistemas AMI/PSS y PMZ/PSS).
Interesantemente, durante este estudio no se observo la presencia de turbidez
en ninguna de las relaciones molares estudiadas ([farmaco]/[polimero] entre 0.1
y 2.0). Debido al comportamiento descrito, se aumentd la concentracion de
polimero PSS (hasta 4.95x10° M), y a partir de alli, se realiz6 un nuevo estudio
de relaciones molares. En la Figura 38A, se observa que la aparicion turbidez
ocurre en relaciones [farmaco]/[polimero] muy superiores (CPM/PSS 1.4 vy

CPM/PSS 1.6). Influencia cac: considerando que la formacion de NPs AMI/PSS

y PMZ/PSS ocurre en concentraciones de farmaco que van entre 1.3x103 M y
2.6x10° My de PSS de 3.3x10° M, mientras que la formacién de NPs CPM/PSS
ocurre en concentraciones de farmaco que van entre 6.9x10° My 7.9x103° My
de PSS de 4.95x10° M; se puede pensar que mayores cac requieren mayor
concentracion de farmaco HABP para formar NPs. La teoria propuesta se
confirma observando que la obtencion de NPs a bajas relaciones molares
([farmaco]/[polimero] entre 0.6 y 0.8) ocurre para los farmacos HABP con menor

cac (AMly PM2).
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Figura 38. Representacion grafica de: A) concentracion de NPs (particulas/mL) versus
turbidimetria (a.u.), B) diametro hidrodindmico (columna), potencial zeta (rombo), e indice de
polidispersion (namero) de las nanoparticulas CPM/PSS (promedio * d.e., n=3).

Adicionalmente, en la Figura 38A también es posible observar una correlacion
directa entre el analisis turbidimétrico y el nimero de NPs/mL obtenidos por NTA.

Influencia cac: curiosamente, el nimero de NPs formadas es similar para todas

las formulaciones AMI/PSS, PMZ/PSS y CPM/PSS (entre 10° y 10%° NPs/mL),
aun cuando las concentraciones requeridas para formar los nanosistemas
difieren significativamente, lo que apoya firmemente nuestra hipotesis del papel
crucial de la capacidad de autoagregacion del farmaco para la obtencién eficiente

de estos nanosistemas.

Adicionalmente, en las Figuras 38B se puede evidenciar que las NPs obtenidas
poseen tamafios entre 100 y 160 nm, indice de polidispersion alrededor de 0.1y
potencial zeta negativo (-37 mV y -41 mV) los cuales son similares a los sistemas

con AMI y PMZ. Los parametros de asociacion para las NPs CPM/PSS se
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analizaron por ultrafiltracion. Como era de esperarse, se obtuvieron altos
porcentajes de eficiencia de asociacion (83-89 %), carga de farmaco (54-67 %) y
rendimiento (=94 %) (Tabla 7). Las magnitudes obtenidas coinciden con las
previamente estudiadas para los sistemas AMI/PSS y PMZ/PSS, especialmente
la alta carga de farmaco la que supera hasta en 300 % las reportadas por otras

nanoparticulas que contienen farmacos HABP (1.3-27.2 %) [127-129].

Tabla 7. Parametros de asociacion de las NPs CPM/PSS estudiadas.

CPM/PSS EA (%) Carga de farmaco (%) Rendimiento (%)
1.4 82726 594 +1.0 93.7+£3.9
1.6 88.3+1.0 67.2+0.4 94.0+6.3

Una vez formadas y caracterizadas las NPs CPM/PSS ([farmaco]/[polimero] entre
1.4 y 1.6) se procedio a identificar las interacciones formadas entre CPM y el
polimero aromatico PSS. Como se explicé anteriormente, la RMN permite
identificar las interacciones entre los grupos aromaticos del farmaco HABP vy el
PSS mediante el desplazamiento y/o ensanchamiento de sus sefiales. La Figura
39 corresponde a los estudios de *H-RMN en la regién aromatica (6-8 ppm) para
CPM, a la misma concentracion que se realizaron los estudios para AMI y PMZ:
1x10° M, en ausencia y presencia del polimero aromatico PSS (el espectro
completo y la asignacion de las sefiales se muestra detalladamente en el Anexo
6). En ella se observan desplazamientos en los protones aromaticos de CPM
hacia campo alto (&6 menor) debido a su interaccion con los grupos benceno

sulfonatos del PSS como evidencia del comportamiento previamente descrito.
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Influencia cac: de manera contrastante con los sistemas ya estudiados AMI/PSS

y PMZ/PSS (donde las sefiales presentan gran ensanchamiento y tienden a
desaparecer casi por completo), el espectro de CPM en presencia de PSS
muestra sefiales con menor desplazamiento hacia campo alto y sefiales mas
definidas; estos hallazgos pueden ser interpretados como evidencia de un mayor
intercambio molecular de CPM con el medio, y que se refleja como una menor
interaccidn entre los protones aromaticos de las moléculas presentes (recordar
gue todos los experimentos de RMN se hacen en las mismas condiciones para
todas las formulaciones). Por lo tanto, las diferencias observadas podrian
corresponder a los diferentes grados de autoasociacion de los farmacos HABP

en el medio que dan paso a la interaccion con el polimero PSS.

A
H5-Hs-H7-Ho Maleato
ﬂ»LHm Jﬁ:s
l I ' T ' i T T T T T T T T T T
B
Maleato
H5-He-H7-H9
ﬂHm
Cc
y /\__ﬁ,\_/‘Hb\\
. ...__.»4/
9.0 85 8.0 75 70 6.5 6.0

S (ppm)

Figura 39. Espectro de RMN-!H en la regién aromatica: A) de CPM 1x10° M en ausencia del
polimero PSS, B) CPM 1x102 M en presencia de 1x102 M del polimero PSS y C) PSS 1x102 M.
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En el Anexo 7 se muestra los parametros de DF para las NPs CPM/PSS 1.4y
1.6 obtenidos segun el tratamiento de los datos aplicando las ecuaciones
descritas en la seccidn V.2. De manera interesante, como se observa la Figura
40, existe un menor grado de interaccion/atrapamiento entre el farmaco CPM y
el polimero PSS. Lo dicho anteriormente, coincide con una caida exponencial en
la retencion de CPM (Figura 40B) congruente con un atrapamiento cinético

menor (KB =50 %, Tabla 8). Influencia cac: de acuerdo con los resultados

previamente discutidos, en el caso de las moléculas con menor cac (AMly PMZ),
el atrapamiento del farmaco se atribuye casi por completo a asociaciones

cinéticas (=90 %) en comparacién con CPM (=50 %).
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Figura 40. Perfiles de DF A) y perfiles de retencion de las formulaciones B) CPM/PSS 1.4y 1.6
(lineas multicolor). Experimentos blancos: CPM en ausencia de polimero (lineas en escala
azules), (promedio + d.e., n=3).
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Tabla 8. Parametros de diafiltracion para las nanoparticulas CPM/PSS 1.4y 1.6 (promedio = d.e.,
n=3).
[CPM] PSS

- BY% TB% EA%

CPMPSS | "0aw | (x 109M) Kais KB% o 6
14 6.93 4.90 331+094 | 4985+214 | 552+3.02 | 5537%1.74
1.6 7.92 4.90 327+099 4972869  6.48:4.85 | 56.21%3.85

Interesantemente, la % EA determinada por DF para las NPs CPM/PSS es
significativamente inferior (CPM/PSS 1.4 = 55.4 % y CPM/PSS 1.6 = 56.2%,
Tabla 8) que los valores obtenidos por ultrafiltracion (CPM/PSS = 82.7 % y
CPM/PSS = 88.3 %, Tabla 7), lo que no ocurre con las NPs con menores cac

(AMI/PSS y PMZ/PSS, ver seccion VI1.2.2.). Influencia cac: La diferencia

observada coincide con nuestra hipétesis de que mayores cac requieren de mas
farmaco HABP para formar y estabilizar las NPs. Al ser la DF un método de
‘lavado”, la concentracién de farmaco HABP va disminuyendo dindmicamente
durante el experimento. De esta manera, la concentracion éptima necesaria para
mantener estables las NPs CPM/PSS (y que depende también de la
autoagregacion entre las especies moleculares) se pierde durante el proceso y
ocurre la rapida desestructuracion de las NPs (lo que puede verse confirmado
por el evidente cambio Optico en el interior de la celda, pasando desde una
suspension altamente turbia a una solucion translucida a medida que se filtra el
farmaco a través de la membrana, Anexo 8). Esta desestabilizacion “no se
observa en la ultrafiltracion” ya que el método no contempla una “dilucion” de las
NPs (al contrario, ocurre un proceso de concentracion donde el solvente es

filtrado junto con las moléculas no asociadas a través de la membrana).
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Finalmente, en los estudios de liberacion in vitro (dialisis y aparato USP 4) para
CPM/PSS 1.4 y 1.6 se observo una liberacion de hasta el =55 % durante las
primeras 6 horas (Fig. 41A-B). En el estudio de liberacién prolongada (20 dias)
se alcanz6 una liberacion casi total de CPM (=90 %) (inserto Fig. 41A).
Adicionalmente, en base a los criterios estadisticos R?, AIC y MSC (descritos en
la seccion V.4.) se determind que el mecanismo de liberacion se ajusta al modelo
de Korsmeyer-Peppas (un ejemplo de ajuste se muestra en el Anexo 9), con un
valor de n < 0.43, evidenciando que la liberacién ocurre mediada por procesos

de difusion [124]. Influencia de cac: de acuerdo con lo discutido anteriormente,

la liberacion de farmaco HABP mas prolongada se logré para aquellas especies
con cac mas baja (AMI/PSS 0.6 = 16.5 %, AMI/PSS 0.8 = 15.8 %, PMZ/PSS 0.6
=~ 20.5 % y PMZ/PSS 0.8 = 25 %, durante 20 dias) mientras que una liberacion
significativamente mas rapida fue obtenida para CPM (CPM/PSS 1.4 =80.0 % y
CPM/PSS 1.6 = 98.0 %, durante 20 dias). EI comportamiento observado esta
estrechamente relacionado con los valores de las constantes de disociacion (Kais)
obtenidos por diafiltracion. El andlisis de los datos evidencié que el mecanismo
de liberacién de los farmacos HABP ensayados ocurre por difusion, segun el
ajuste al modelo de Korsmeyer-Peppas y la determinacion del parametro “n”
(Tabla 9). Como ya se menciond el mecanismo propuesto sugiere que los
farmacos HABP ensayados se encuentran atrapados en el polimero aromatico, y

la liberacion ocurre bajo la influencia de una gradiente de concentracion [124].

Este comportamiento esta directamente relacionado con el tipo de atrapamiento
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observado previamente por DF. Los farmacos HABP que presentan mayor
asociacion cinética (% KB) (AMI, PMZ) se liberan mas lentamente de las NPs
versus los farmacos con mayor asociacion termodinamica (% TB) (CPM) que se
liberan con mayor rapidez. Estos resultados evidencian la correlacion directa
entre la cac de los farmacos HABP seleccionados y el tiempo de liberaciéon

después de formar las NPs con el polimero aromatico PSS.
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Figura 41. Liberacion acumulada (%) de CPM/PSS 1.4 (linea azul) y CPM/PSS 1.6 (linea
naranja) mediante: A) didlisis por 6 horas y durante 20 dias (inserto), y B) celda de flujo continuo
aparato USP 4 durante 6 horas (promedio + d.e., n=3).

91



Tabla 9. Ajuste de datos (dialisis y aparato USP 4) de nanoparticulas CPM/PSS 1.4y 1.6 a
modelos de liberacion.

Dialisis Aparato USP 4
Formulacién Modelo R2 AIC MSC n R2 AIC MSC n
Orden Cero 0.40 -20.15 -0.20 - 0.91 -77.68 1.94 -
Primer 0.40 -20.15 -0.20 - 0.91 -77.74 1.95 -
Orden
CPM/PSS 1.4 Higuchi 0.41 -20.45 -0.18 - 0.98 -119.03 3.60 -
Korsmeyer- | 0.87 | -39.78 1.20 0.20 | 099 | -133.78 419 0.42
Peppas
Orden Cero 0.34 -12.24 -0.34 - 0.89 -69.21 1.77 -
Primer 0.34 | -12.24 | -0.34 - 0.89 -69.26 1.77 -
Orden
PM/P 1.
CPM/PSS 1.6 Higuchi 0.33 | -12.24 | -0.34 - 0.96 -96.98 2.88 -
Korsmeyer- | 0.83 | -31.22 1.02 0.24 | 098 | -103.51 3.14 0.40
Peppas

En resumen, en este objetivo fue posible observar una tendencia directa que
relaciona el atrapamiento y liberacion de los farmacos HABP seleccionados
(todos destinados al tratamiento de enfermedades crénicas) con el polimero
aromatico PSS en funcién de la cac. En general, los farmacos seleccionados
presentan diferente grado de autoasociacion (AMI = PMZ < CPM) y que influyen
directamente en el grado de interacciéon con el polimero aromatico PSS. Por lo
tanto, las concentraciones necesarias para formar NPs ocurren en el mismo
orden de la cac (AMI = PMZ < CPM). Interesantemente, y a pesar de las
diferencias en las concentraciones se obtiene un nimero de particulas en una
magnitud similar. En consecuencia, es légico esperar que a mayor asociacion y/o
atrapamiento, menor sea la capacidad de liberacion de los farmacos HABP desde
la matriz polimérica. Por su parte, los estudios de diafiltracién, didlisis y el aparato

USP 4 arrojan resultados que corroboran esta teoria, evidenciando una tendencia
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a la liberacion en el mismo orden (AMI = PMZ < CPM). Finalmente, con las
evidencias obtenidas, se puede concluir que la cac juega un rol critico en el
proceso de formacion de las NPs, que ademas es clave en su estabilidad, y por
lo tanto, repercute directamente en el tiempo de liberacion. Esta informacion
podria ser utilizada como una herramienta potente para el disefio racional de
sistemas prolongados de administracion de medicamentos para el tratamiento de

enfermedades crénicas.
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CONCLUSIONES

En la presente investigacion, se logré desarrollar una estrategia simple,
eficiente y en medio acuoso para la obtencibn de nanomedicamentos
compuestos por farmacos hidrofilicos y aromaticos de bajo peso molecular
(HABP), con el polimero aromatico PSS, cumpliendo con la hipétesis planteada
en esta tesis. La caracterizacion fisicoquimica identific6 que las nanoparticulas
(NPs) presentan tamafios en un rango entre 120-180 nm, bajo indice de
polidispersién (0.2-0.3) y potencial zeta negativo (-60 a -80 mV). Estos sistemas
son estables frente a diferentes estimulos (concentracion de sales, pH,
temperatura y tiempo) y se pueden transformar en un polvo reconstituible
manteniendo sus caracteristicas iniciales (tamafio hidrodindmico y potencial
zeta). Adicionalmente, la estrategia utilizada fue exitosa en generar NPs con alta
eficiencia de asociacion (hasta 100 %) y alta carga de farmaco (hasta el 67 %).
Por su parte, la obtencion de sistemas estables, con altos parametros de
asociacion, se atribuyé a la presencia de interacciones aromatico-aromatico entre
los farmacos HABP y el PSS; siendo el atrapamiento en su mayoria
cinéticamente controlado (% KB) con constantes de disociacion (Kdis) bajas, y con
perfiles de liberacién prolongados que presentaron el mejor ajuste para la
ecuacion de Korsmeyer-Peppas. El andlisis de los resultados obtenidos dej6é en
evidencia un mecanismo de atrapamiento/liberacion que contempla la
contribucion de fenomenos dindmicos tales como difusion, hinchazon, hidratacion

molecular, cambios conformacionales en la matriz polimérica, cambios en la
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movilidad molecular de las macromoléculas y un cambio en la naturaleza de la
unién del farmaco al polimero. Finalmente, se comprobd que la capacidad de
autoasociacion (concentracion de agregacion critica, cac) de cada farmaco juega
un rol critico en el proceso de formacion y liberacion del farmaco desde las NPs.
Considerando la gran cantidad de farmacos HABP con importancia terapéutica,
y la simplicidad de la estrategia presentada, consideramos que estos resultados
pueden ser la base para elaborar una serie de sistemas de administracion

prolongada de farmacos con aplicaciones en diferentes patologias.
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PROYECCIONES

La presente investigacion, establece las bases para el desarrollo de nuevos
nanomedicamentos de administracion controlada y prolongada que contenga
farmacos hidrofilicos y aromaticos de bajo peso molecular (HABP) con el
polimero poli (4-estirensulfonato de sodio). Si bien, los resultados obtenidos
apuntan a un comportamiento similar entre los farmacos seleccionados, queda
claro que el mayor nimero de cargas disponibles en el farmaco HABP cloroquina
tiene un efecto en la formacion, estabilizacion y posterior liberacion del farmaco.
El comportamiento observado sugiere la contribuciébn de otros componentes
guimicos que estan influyendo en la formacion de los nanovehiculos; por lo que,
el estudio sistematico de nuevas variables (nimero de cargas, numero de anillos
aromaticos, LogP, entre otros) que hipotéticamente inciden en el colapso
polimérico se hace necesario. La espectroscopia de flujo detenido (stopped flow)
podria ser una herramienta Util para este proceso determinando la cinética de
formacion. Por su parte, evaluar los nanovehiculos obtenidos mediante
calorimetria de titulacion isotérmica (ITC) permitirian elucidar si efectivamente el
atrapamiento de los farmacos HABP con el polimero PSS es cinéticamente
controlado, ademas de determinar/confirmar las constantes de disociacion. Los
estudios propuestos permitirian otorgar mas informacién respecto a la fuerza de
interaccion entre los farmacos HABP y el polimero aromatico. Adicionalmente, es
importante considerar las posibles interacciones que tienen las NPs con el medio

gue las rodea, especificamente con medios biolégicos simulados, que pueden
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incidir directamente en los resultados obtenidos; asi como la determinacion de la
seguridad mediante estudios de viabilidad celular. Finalmente, considerando la
naturaleza no biodegradable del polimero PSS, se propone la inclusion de las
NPs en un sistema implantable subcutaneo y removible tipo “host” (con un
tamafo de poro especifico que permita la salida exclusiva del farmaco HABP).
De esa manera, el polimero PSS se mantendria atrapado de forma segura

mientras se libera el farmaco HABP desde el sistema.
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ANEXO 1

Figura Al. Representacion grafica del equipo de diafiltracion conformado por: 1) celda de
diafiltracion, 2) depdsito (medio de lavado), 3) selector (selecciona el paso de gas o liquido), 4)
fuente de presion (nitrdgeno), 5) membrana semipermeable, 6) equipo de agitacion magnética,

7) filtrado.
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Figura A2. Representacion gréafica del principio de la diafiltracion: A) dentro de la celda de
diafiltracion tendremos dos componentes: las nanoparticulas (1) y las moléculas de farmaco
HABP libres en solucion (2), al iniciar el “lavado” solo las moléculas libres en solucion seran
capaces de atravesar la membrana semipermeable (3) para ser recolectadas como filtrados.
Simultdneamente, B) dentro de la nanoparticula una molécula con union dependiente del
equilibrio sera liberada (segun el principio de LeChatelier) y ocupara el lugar que dejo6 la molécula
libre recién filtrada. Por lo tanto, sélo las moléculas con union dependiente del equilibrio seran
capaces de pasar a la solucién (motivadas por equilibrios termodinamicos); mientras que aquellas
moléculas HABP con unién independiente del equilibrio permanecerdn asociadas a las
nanoparticulas (o vehiculo, matriz, polimero, etc) por tiempos mas extendidos. Como su nombre
lo indica, NO son susceptibles a equilibrios termodindmicos, son gobernadas por la cinética, y por
tal, seran liberadas en largos periodos de tiempo.
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ANEXO 2
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Figura A3. Espectro de RMN-1H de: A) AMI 1x10-3 M, B) AMI 1x10-3 M en presencia de PSS
1x102My C) PSS 1x102 M.
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Figura A4. Espectro de RMN-'H NOESY de AMI 1x10-2 M en presencia de PSS 1x102 M.
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Tabla Al. Asignacion de protones correspondiente a la Figura A3 y Figura A4.

Desplazamiento

Protén quimico, 5 (ppm) Area Multiplicidad Ho H10
Amitriptilina (AMI)

H1 2.57 6 singlete
H2 3.07 2 triplete
H3 2.42 2 cuadruplete
Ha4 5.74 1 triplete
H5 7.07 2 doblete

He-H7 7.16 4 multiplete | Hi
Hs 7.27 2 doblete AMI

PSS

Ha 7.41 2 singlete amplio Ha
Hb 6.5 2 singlete amplio

Hc-Hd 1.34 3 singlete amplio HT n

AMI/PSS Hb Hb

Ha 7.41 2 singlete amplio
Hb 6.5 2 singlete amplio Ha Ha

Hc-Hd 1.34 3 singlete amplio
H1 2.45 6 singlete SO3”
Hs 6.69 2 singlete amplio

Hs-H7-He 6.94 6 singlete amplio |PSS
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Figura A5. Espectro de RMN-1H de: A) PMZ 1x10-3 M, B) PMZ 1x10-® M en presencia de PSS
1x102 My C) PSS 1x102 M.
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Figura A6. Espectro de RMN-'H NOESY de PMZ 1x10% M en presencia de PSS 1x102 M.

121



Tabla A2. Asignacion de protones correspondiente a la Figura A5 y Figura A6.

Desplazamiento

Proton quimico, 5 (ppm) Area Multiplicidad Hs S Hs
Prometazina (PM2) He He
H1 2.67 6 singlete Hy H7
H2 1.31 3 doblete o N
H3 3.8 1 multiplete Ha-Ha'
Ha 4 1 doblete de doblete H3 H2
H4' 4.21 1 cuadruplete N
H5-Hé 7.05 4 multiplete Hl/ \Hl
H7-H8 7.24 4 multiplete PMZ
PSS
Ha 7.41 2 singlete amplio Hd
Hb 6.5 2 singlete amplio
Hc-Hd 1.34 3 singlete amplio HT n
PMZ/PSS Hb Hb
Ha 7.3 2 singlete amplio
Hb 6.25 2 singlete amplio Ha Ha
Hc-Hd 1.34 3 singlete amplio
H1 2.51 6 singlete SO3
H5-He 6.82 4 multiplete
H7-Hs 7.03 4 multiplete PSS

122



Hg H9 H1t>|_|11 “LH;, Hiz

B

Hi2 Solvente

Ha
Huia He

c

Solvente

Ha He-Hd
Hb A
Ak
9.0 80 7.0 6.0 5.0 4.0 30 20 1.0
5 (ppm)

Figura A7. Espectro de RMN-!H de: A) CQ 1x10° M, B) CQ 1x10° M en presencia de PSS
1x102 My C) PSS 1x102 M.
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Figura A8. Espectro de RMN-'H NOESY de CQ 1x102 M en presencia de PSS 1x102 M.

123



Tabla A3. Asignacion de protones correspondiente a la Figura A7 y Figura A8.

Desplazamiento

Protén quimico,  (ppm) Area Multiplicidad
Cloroquina (CQ)
H1 1.14 6 triplete
H2 3.05 4 cuadruplete
H3 3.3 1 triplete ne " Hz(Hl
. 4
:3 3.54 1 doblete o.le doblete Hll:N/HSL/\/N\/Hl
4 1.72 4 multiplete Ho Ha H3H3 H2
H5 3.7 1 multiplete Hio X HY
He 1.3 3 doblete
H7 6.75 1 doblete cl N
Hs 8.19 1 doblete Hi1
Ho 8.14 1 doblete
H10 7.77 1 singlete
H11 7.55 1 doblete
H12 5.08 1 singlete cQ
PSS
Ha 7.41 2 singlete amplio
Hb 6.5 2 singlete amplio Ha
Hc-Hd 1.34 3 singlete amplio
CQIPSS HY In
Ha 7.48 2 singlete amplio Hb Hb
Hb 6.43 2 singlete amplio
Hc-Hd 1.34 3 singlete amplio Ha Ha
H1 1.12 5 singlete amplio SO
H2 2.82 4 singlete amplio 3
H3-H5 3.56 3 multiplete
Hi1 7.03 1 singlete amplio
Hi12 5.09 1 singlete PSS
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ANEXO 3

Tabla A4. Parametros de diafiltracion de las formulaciones AMI/PSS en relaciones molares desde
0.1 hasta 1.2 (promedio * d.e., n=3).

AMI/ AMI PSS jo Uo v u j

PSS (x103 M) (x103 M) (blanco)

0.1 0.3 3.3 1.01 0.04 0.10+£0.09 | 0.90+0.09 | 0.39+0.14
0.2 0.7 3.3 0.90 0.05 0.02+0.00 | 0.98+0.00 | 0.35+0.02
0.3 1.0 3.3 1.04 0.04 0.02+0.01 | 0.98+0.01 | 0.34+0.06
0.4 1.3 3.3 1.12 0.08 0.03+0.01 | 0.97+0.01 | 0.33+0.07
0.5 1.7 3.3 1.03 0.00 0.04+£0.02 | 096 +£0.02 | 0.38+0.12
0.6 2.0 3.3 1.05 0.00 0.08+0.06 | 0.92+0.06 | 0.37+0.14
0.7 2.3 3.3 1.01 0.05 0.15+0.10 | 0.89+£0.10 | 0.47+£0.02
0.8 2.6 3.3 1.04 0.00 0.20+0.10 | 0.85+0.10 | 0.59 +0.16
0.9 3.0 3.3 1.04 0.00 0.11+0.13 | 0.80+£0.13 | 0.72+0.16
1.0 3.3 3.3 1.05 0.05 0.19+0.04 | 0.81+0.04 | 0.80+0.12
1.1 3.6 3.3 1.08 0.05 0.32+0.16 | 0.68+0.16 | 0.81+0.06
1.2 4.0 3.3 1.01 0.02 0.17+0.05 | 0.73+£0.05 | 0.95+0.07

Interpretacion: Los resultados obtenidos para las formulaciones AMI/PSS que

se muestran en la Tabla A4 se han calculado siguiendo los modelos matematicos
establecidos por Moreno-Villoslada y cols. [76, 78-81, 94-98] . Para ello se realiz6
una representacion grafica, (LnCawm vs. F), de la concentracion de AMI en cada
fraccion de filtrado vs. el factor de filtracion. La pendiente de esta curva
corresponde a la fuerza de interaccion entre los componentes y se denota con la
letra “j”. En términos de la fuerza de interaccion el modelo describe que: a mayor
fuerza de interaccién: j = 0, mientras que a menor fuerza de interaccion: j = 1.

Inicialmente, los valores de jo corresponden a la fuerza de interaccién en los

experimentos blanco, es decir, farmaco HABP en ausencia de polimero. Como
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Ky n

se observa, todas las formulaciones estudiadas presentan valores de “jo” que
tienden a 1, lo cual evidencia la ausencia de interacciones entre el farmaco AMI

y cualquier componente de la celda de diafiltracién. Adicionalmente, se puede

s

|” en relaciones molares entre

observar que las magnitudes de las pendientes
0.1 y 0.8 difieren de sus respectivos blancos (jo), evidenciando el grado de
retencién del farmaco AMI en la matriz del polimero PSS, incluyendo aquellas
formulaciones donde no se observa formacion de NPs (complejos solubles: n*/n-
entre 0.1y 0.5). Por otra parte, se puede observar que la magnitud del parametro
u (fraccion de farmaco con unién independiente del equilibrio) es muy alta en
cada formulacién (0.85 — 0.98), lo que significa que la fraccion de farmaco
controlada cinéticamente es elevada. Por su parte, es interesante observar que
en la zona de los complejos solubles (relaciones molares entre 0.1 a 0.5) existe
un alto grado de interaccién. Era de esperarse que al tener pocas moléculas
cationicas (farmaco HABP) en presencia del polimero anionico (PSS), las
moléculas HABP se movieran a lo largo de la cadena del polielectrolito
conservando su esfera de hidratacion (segun la teoria de Manning conocidas
como interacciones no-especificas). Sin embargo, las altas magnitudes del
pardmetro “u”reflejan un alto grado de empaquetamiento entre los componentes
presentes. Es interesante observar que, al aumentar la concentracion de farmaco
en las formulaciones (relaciones molares = 0.9), el grado de retencién en la matriz

Ky

del polimero disminuye, es decir, existe un aumento de las magnitudes de “” con

Wy

valores que alcanzan hasta 0.95. Estas magnitudes de “”, que tienden a 1, se
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observan en las formulaciones que presentaron precipitados (relaciones molares
2 0.9). Notese que las magnitudes de “J" y “jo” tienden a ser similares, debido a la
disminuciéon en la fuerza de interaccion entre los componentes de las

formulaciones.
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Tabla A5. Parametros de diafiltracion de las formulaciones PMZ/PSS en relaciones molares
desde 0.1 hasta 1.2 (promedio + d.e., n=3).

PMZ/ PMZ PSS jo Uo v u j

PSS (x102 M) (x103 M) (blanco)

0.1 0.3 3.3 1.01 0.00 0.07+£0.06 | 0.93+£0.05 | 0.35+0.06
0.2 0.7 3.3 1.09 0.00 0.02+0.01 | 0.98+0.01 @ 0.59 +0.05
0.3 1.0 3.3 1.02 0.04 0.06 £0.04 0.94+0.03 | 0.26 £0.14
0.4 1.3 3.3 0.98 0.00 0.08+0.04 | 0.92+0.03 | 0.28+0.13
0.5 17 3.3 1.02 0.00 0.06+0.03  0.94%0.02  0.36+0.14
0.6 2.0 3.3 0.99 0.04 0.05+0.01 H 0.95+0.01 | 0.38+0.06
0.7 2.3 33 1.01 0.00 0.07+0.01 | 0.93+0.01 | 0.46 +0.02
0.8 2.6 3.3 1.02 0.00 0.10+0.02 | 0.90+0.01 @ 0.50 +0.04
0.9 3.0 3.3 1.03 0.00 0.15+0.02 | 0.85+0.01 | 0.74+0.01
1.0 3.30 3.3 1.05 0.00 0.20+0.01 | 0.80+0.01 @ 0.88 +0.05
1.1 3.60 3.3 1.07 0.00 0.28+0.02 | 0.72+£0.01 | 0.99 +£0.06
1.2 4.0 3.3 1.03 0.00 0.40+0.06 @ 0.60+0.05 | 0.89+0.13

Interpretacion: En cuanto a las formulaciones PMZ/PSS, se puede mencionar

que los perfiles y los pardmetros de diafiltracion son similares a los obtenidos
para la formulacion AMI/PSS. Los valores mostrados en la Tabla A5, provienen
del analisis de los datos una vez construida la curva LnCpwmz vs. F. En términos
de la fuerza de interaccidn, los valores de jo tienden a 1, evidenciando la ausencia
de interacciones entre el farmaco PMZ y cualquier componente de la celda de
diafiltracion (experimentos blancos en ausencia de polimero). Adicionalmente, se
puede observar que el comportamiento de las pendientes “” en relaciones
molares entre 0.1 y 0.8 difieren de sus respectivos blancos (jo). Lo descrito
anteriormente evidencia el grado de retencion del farmaco PMZ en la matriz del

polimero PSS incluyendo aquellas formulaciones donde no se observa formacion

de NPs (complejos solubles: relaciones molares entre 0.1 y 0.5). Por otra parte,
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la fraccion de farmaco con unién independiente del equilibrio “u” es muy alta para
los complejos solubles y las nanoparticulas, mostrando magnitudes entre 0.85 y
0.98. Posteriormente, en la zona de los precipitados se observa una disminucion

en la fuerza de interaccion, con valores de “” entre 0.74 y 0.99.
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Tabla A6. Parametros de diafiltracién de las formulaciones CQ/PSS en relaciones molares desde
0.1 hasta 1.2 (promedio * d.e., n=3).

cQ/ CQ PSS jo Uo v u j

PSS | (x10° M) (x10° M) (blanco)

0.1 0.3 3.3 - - - - -

0.2 0.7 3.3 - - - - -

0.3 1.0 3.3 - - - - -

0.4 1.3 3.3 1.00 0.00 0.01+0.00 | 0.99+0.00 | 0.39+0.31
0.5 1.7 3.3 1.00 0.00 0.18+0.01 | 0.82+0.01 | 0.76 £0.16
0.6 2.0 3.3 1.00 0.00 0.25+0.04 | 0.75+0.04 | 0.81+£0.07
0.7 2.3 3.3 1.00 0.00 0.25+0.04 | 0.71+0.03 | 0.84 +£0.05
0.8 2.6 3.3 1.00 0.00 0.40+0.11 | 0.60+0.09 | 0.91+0.09
0.9 3.0 3.3 1.03 0.00 0.47+0.01 | 0.53+0.00 | 0.88+0.10
1.0 3.3 3.3 0.98 0.00 0.42+0.18 | 0.58 £0.15 | 0.87 £0.06
11 3.6 3.3 0.98 0.00 0.54+0.08 | 0.46 +0.07 | 0.92+0.06
1.2 4.0 3.3 1.00 0.00 0.67+0.02 | 0.33+0.02 | 0.93+0.03

Interpretacion: En la Tabla A6 se muestran los parametros de diafiltracion
determinados para las formulaciones CQ/PSS a partir del analisis de la curva
LnCcq vs. F. En el caso de las formulaciones CQ/PSS no fue posible determinar
los parametros de diafiltracion en relaciones molares < 0.3 (complejos solubles).
Esto debido a que no se observaron absorbancias en las fracciones recolectadas
a la longitud de onda seleccionada (A = 343 nm). Para las NPs en relacién molar
0.4 se observan magnitudes elevadas de u (0.99) como respuesta a la interaccion
favorecida de los componentes (CQ y PSS) y que corresponden con una
constante de disociacion baja (0.7). La fuerza de interaccion (pendiente de la
curva, j) de esta formulacion muestra claramente la capacidad del sistema en
retener el farmaco CQ, con una pendiente de 0.39 que difiere significativamente

de su respectivo blanco (jo = 1). Adicionalmente, a relaciones de carga mayores
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(CQ/PSS = 0.5) el comportamiento es completamente diferente y presenta gran

similitud con los experimentos blancos (CQ en ausencia de polimero). En

ks

consecuencia, las pendientes

tienden a tener magnitudes cercanas a 1 como
evidencia de la disminucion de interaccion entre el farmaco cationico el polimero

PSS.
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ANEXO 4
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Figura A9. Esquema del funcionamiento del equipo de DF (A) y de la celda de flujo continuo o
Aparato USP en circuito cerrado y adaptado para nanoparticulas (B)[105].
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ANEXO 5
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Figura A10. Ajuste de los datos de liberacion in vitro de PMZ/PSS 0.8 mediante: A) dialisis y B)
aparato USP 4 al modelo Korsmeyer-Peppas en el programa DDsolver. Los puntos azules
corresponden a los datos experimentales y las lineas rojas corresponden a los datos
pronosticados por el programa segun el modelo estudiado (promedio = d.e., n = 3).
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ANEXO 6
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Figura A11l. Espectro de RMN-1H de: A) CPM 1x102 M, B) CPM 1x10- M en presencia de PSS
1x102 My C) PSS 1x102 M.

Tabla A7. Asignacion de protones correspondiente a la Figura A11.

Protén ;i:iljjya:(lss::) Area Multiplicidad H1 Hi
Clorfenamina (CPM) \N/ on maleato
H1 2.8 6 singlete
H2 3.02 2 triplete / OH
H3 2.42 1 multiplete
H3' 2.56 1 multiplete OH
H4 4.19 1 triplete o
Hs5 7.34 2 doblete
Heé 7.3 2 multiplete
H7 7.39 1 doblete
Hs 7.78 1 triplete
Ho 7.27 1 doblete
H10 8.4 1 doblete
16n maleato 6.21 2 singlete CPM
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PSS

Ha 7.41 2 singlete amplio

Hb 6.5 2 singlete amplio
Hc-Hd 1.34 3 singlete amplio

CPM/PSS

Ha 7.45 2 singlete amplio

Hb 6.35 2 singlete amplio
Hc-Hd 1.24 3 singlete amplio

H1 2.68 6 doblete

H2 2.83 2 singlete

H3 2.26 1 singlete

H3' 2.43 1 singlete

H5-He-H7-H9 7 6 multiplete
H1o 8.25 1 singlete

PSS

Hd

HT Ip

Hb Hb
Ha Ha

SO5°
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ANEXO 7

Tabla A8. Parametros de diafiltracién para las nanoparticulas CPM/PSS 1.4 y 1.6 (promedio *
d.e., n =3).

CPM/ | [CPM] PSS jo Uo v u j

PSS | (x10°M) | (x103M) (blanco)
1.4 6.93 4.90E 0.91 0.16 0.42+0.02 /0.58+0.02 |0.72+0.06
1.6 7.92 4.90 0.96 0.18 0.38+0.04 | 0.62+0.04 |0.72+0.06

136



ANEXO 8

Figura A12. Imagenes 6pticas de la nanoparticula CPM/PSS 1.4 en: A) comienzo del estudio de
diafiltracion y B) al final del estudio, donde se observa la “desaparicion” de las nanoparticulas
durante el proceso de diafiltracion.
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ANEXO 9
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Figura A13. Ajuste de los datos de liberacién in vitro de CPM/PSS 1.4 mediante: A) dialisis y B)
aparato USP 4 al modelo Korsmeyer-Peppas en el programa DDsolver. Los puntos azules
corresponden a los datos experimentales y las lineas rojas corresponden a los datos
pronosticados por el programa segun el modelo estudiado (promedio £ d.e., n = 3).
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