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Resumen

La ciencia farmacoldgica encamina muchas de sus investigaciones hacia el alcance de un modelo ideal de
sistema de transporte de drogas, con el objetivo de que su administracidon sea mas especifica, mas eficiente y
menos toéxica, y asi mitigar los efectos adversos y las desventajas que presentan los métodos actuales y
tradicionales. El objetivo general del proyecto consistidé en evaluar algunas aptitudes técnicas de
microparticulas de PHBV — poli (3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) — para su potencial aplicacién en
liberacidon controlada de farmacos. Para tal fin, en el presente trabajo se realizd un procedimiento
experimental que consistid en la fabricacidn de estas microparticulas mediante la técnica de doble emulsion

con evaporacion de solvente, dentro de las cuales se encapsulé un agente modelo (colorante azul de toluidina).

Se realizaron 18 variantes de la técnica elegida, con distintas cantidades y tipos de surfactante estabilizadores
de la segunda emulsidn, y se analizd su impacto en el tamafio final de las particulas formadas. En el informe
se detallan el protocolo experimental, materiales, métodos, limitaciones, resultados y analisis de los datos

obtenidos.

En este trabajo también se realizé un analisis del marco regulatorio actual del uso de particulas poliméricas
para liberacion controlada de medicamentos, y se disefid un ensayo para medir la cinética de liberacién del

colorante encapsulado.

Finalmente, se incluye una discusion de posibles aplicaciones de este material para el disefio de dispositivos

de liberacion controlada de farmacos.
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Presentacion preliminar

Contexto

El proyecto se desarrollé en el marco de una de las lineas de investigacién del Laboratorio de Biomecanica,
Biomateriales y Bioinstrumentaciéon — Lab3Bio - de la Universidad Nacional de San Martin, titulada Elaboracion
de particulas poliméricas reabsorbibles con aplicacion a liberacion controlada de farmacos, dirigida por la Dra.

Elida Hermida.

El laboratorio tiene como propdsitos incorporar tecnologia biomédica a la plataforma de investigacion,
contribuir al desarrollo e innovacion del campus Miguelete de la Universidad, asi como también brindar
equipamiento y profesionales altamente especializados para interactuar con quienes requieran asistencia

tecnoldgica.

Este espacio ha brindado las bases para ejecutar el presente proyecto final integrador, proporcionando los
materiales, instrumentos, calidad profesional y conocimiento técnico previo en el material y en su

manipulacidn para el capitulo experimental.

La co-direccién del presente trabajo ha sido llevada a cabo por la Dra. Mercedes Perullini del Instituto de
Quimica Fisica de los Materiales, Medio Ambiente y Energia — INQUIMAE — de la Universidad de Buenos Aires,

guien cuenta con experiencia en funcionalizacion de superficies y encapsulamiento de agentes.

Motivacion

La ciencia farmacoldgica encamina muchas de sus investigaciones hacia el alcance de un modelo ideal de
sistema de transporte de drogas, con el objetivo de que su administracidon sea mas especifica, mas eficiente y
menos toxica, y asi mitigar los efectos adversos y las desventajas que presentan los métodos actuales y

tradicionales.

Uno de los principales desafios que se presentan es el control de la dosis del farmaco en el torrente sanguineo
o en el sitio de accidn, la cual debe mantenerse en una zona efectiva durante un tiempo determinado y evitar

alcanzar niveles téxicos en sitios no deseados.

El uso de particulas poliméricas esta demostrando ser una alternativa que permite una liberacion localizada y
controlada del farmaco durante un cierto periodo de tiempo a partir de mecanismos de difusion a través de

las barreras bioldgicas. Entre las ventajas que esta aplicacion puede proporcionar se encuentran la posibilidad



de proteger el principio activo, el control de la tasa de liberacidn del farmaco y la alta penetracién que pueden
alcanzar las particulas de tamafio nanométrico, especialmente en el campo de la oncologia donde los tumores

crean microsistemas de vasos sanguineos.

El proceso de disefio de un producto de estas caracteristicas puede llegar a ser muy complejo e
interdisciplinario, y existe un nicho muy interesante para los ingenieros biomédicos que quieran aportar sus
conocimientos en biomateriales, modelos matematicos y computacionales, andlisis de procesos, escalado y

aplicaciones industriales, control de calidad, etc.

Objetivo

El proyecto tuvo como objetivo general el estudio de un polimero biodegradable que actualmente no se utiliza
en la industria médica y farmacoldgica, pero que su alta biocompatibilidad y su tasa de biodegradabilidad
resultarian ser apropiadas para varias aplicaciones, siendo la fabricacién de sistemas de liberacién controlada
de farmacos una de ellas. Siguiendo una metodologia cientifica, en este trabajo se analizd una de las técnicas
de elaboracién de micro y nano particulas y encapsulamiento de agentes, y se hizo una revisiéon del marco
regulatorio y del estado del arte de esta potencial aplicacién, con el objetivo de que la linea de investigacion

siga un prdspero curso.



Capitulo 1 — Marco teodrico

Sistemas de liberacion controlada de farmacos

Para un manejo eficiente de las enfermedades, es de suma importancia un enfoque terapéutico exitoso. Un
sistema de administracién de farmacos tiene como objetivo localizar al agente farmacolégico administrado en
un sitio especifico del cuerpo a un ritmo controlado, con efectos secundarios reducidos que pueden surgir del

tratamiento sistémico.

Puntualmente, en un sistema de administraciéon de farmacos de liberacién controlada lo que se busca es
controlar la concentracién plasmatica del fdrmaco en un lapso determinado de tiempo. Las concentraciones
del farmaco por debajo de una concentracidn minima eficaz resultan en ausencia de efecto terapéutico; las
concentraciones por encima de la concentracién efectiva maxima, en un tratamiento tdéxico. Una cinética de
liberacion ideal seria aquella que garantiza una concentracion plasmatica constante del farmaco dentro del
rango terapéutico (figura 1.1) (Kamaly, 2016). También se investigan sistemas que respondan a estimulos
como el pH, la fuerza idnica y el campo eléctrico (Fasiku, 2019), y que posean otros tipos de cinética de
liberacidn, como por ejemplo un sistema de administracion pulsatil o ciclica, que libere el farmaco de acuerdo

con el ritmo circadiano del cuerpo, como un pulso después de un cierto lapso.

Concentracidn efectiva maxima

//y Perfil de liberacién ideal (orden cero) - naranja
f\ T Perfil de liberacién ideal pulsatil - punteada

Concentracién efectiva minima Iy \ O —
\ — Perfil de liberacién real - negra

Tiempo

Figura 1.1: perfiles de liberacion de farmaco entre concentraciones efectivas (Kamaly, 2016)

Desde el descubrimiento de las medicinas, casi tan antiguas como la humanidad, se sabe que estas no siempre
pueden usarse de forma directa. Las primeras civilizaciones encontraron modos de dosificar las mismas,
mezclandolas con otros componentes como grasas para prolongar su permanencia en el sitio de accién, o

realizando una preparacion sélida para permitir su deglucion. Es asi, que junto al farmaco — el principio



farmacéutico activo — deben incorporarse otras sustancias denominadas excipientes para facilitar su
administracién y mantener su estabilidad. Hasta el siglo XIX, esta tarea requeria mucho tiempo, pero la
revolucidon industrial supuso un hito para producir formas farmacéuticas a gran escala y para ampliar el acceso
de la poblaciéon a los medicamentos. Los avances en farmacologia y fisiologia, el nacimiento de la biofarmacia
y el desarrollo evolutivo de la farmacocinética, a mediados del siglo XX, hizo que los farmacéuticos y los
médicos notaran que la tasa de liberacidn del farmaco de las formas de dosificacidn es una caracteristica clave

para lograr beneficios terapéuticos con efectos colaterales menores (Alvarez-Lorenzo, 2013).

La primera generacién de sistemas de liberacidn controlada se materializd en la década de 1970, con el
desarrollo de novedosos excipientes que en su mayoria provinieron de la evolucidon de la ciencia de los
polimeros, regulando la liberacién por mecanismos de disolucién, difusidn, erosidn u osmoticos. Esta primera
generacidn permitié el mantenimiento de los niveles del farmaco en un rango terapéuticamente deseable con
dosis mas bajas por dia, y logré mejorar el tratamiento de enfermedades con farmacos de vida media corta y
el cumplimiento por parte de los pacientes, y disminuy0 la incidencia de efectos adversos (Alvarez-Lorenzo,

2013).

La segunda generacidn aparecié con los sistemas de liberacién de farmacos modulada por activacion, con la
necesidad de proteger a ciertas drogas de los entornos hostiles del organismo y de prevenir los efectos
secundarios en las regiones en las que la sustancia no esta destinada a actuar o ser absorbida. Estos sistemas
comprenden a los dispositivos capaces de liberar el fdrmaco en regiones especificas del cuerpo y momentos

especificos, activindose por algunos procesos fisicos, quimicos o bioquimicos (Alvarez-Lorenzo, 2013).

Tanto la primera como la segunda generacion de sistemas de liberacién controlada ya estdn bien establecidas
en las terapias actuales, como por ejemplo las tabletas de administracion oral TIMERx® o los sistemas
Pulsincap®, cuya velocidad de liberacidon se controla con la tasa de penetracidén de agua en los comprimidos
(Rathbone, 2002). Los sistemas de liberacidon controlada de tercera generacion son los regulados por
retroalimentacidn, y suponen un cambio de paradigma en el cual los excipientes pasan a ser sistemas activos.
Se espera que estos dispositivos sean capaces de entregar el fdrmaco en las mejores condiciones posibles al
sitio de destino, modulando la absorcidn, distribucién y eliminacién, y con la capacidad de liberar el farmaco
regulado por retroalimentacion: ajustdndose a condiciones fisioldgicas/patoldgicas del cuerpo, relacionadas
con la progresion de la enfermedad. El auge de la nanotecnologia y la funcionalizacion de superficies estd

siendo un pilar en el desarrollo de estos novedosos sistemas (Alvarez-Lorenzo, 2013).



Biomateriales

Generalidades de biomateriales

Un biomaterial es una sustancia o combinacién de sustancias (excluyendo medicamentos) de origen natural o
sintético que se puede usar por un determinado periodo de tiempo para tratar, mejorar o reemplazar un tejido
o funcién del cuerpo (Kulinets, 2015). Esta definicion es la que se utiliza actualmente, pero los biomateriales
no siempre han sido vistos de la misma manera a lo largo de su historia en la medicina. La primera definicidn
fue en 1986, y se los consideraba materiales no vivos utilizados para interactuar con sistemas bioldgicos
(Williams, 1988). En ese momento los biomateriales se usaban en gran medida en dispositivos médicos para
tratar, aumentar o reemplazar cualquier tejido, érgano o funcién del cuerpo sin causar ninguna reaccién
adversa a tejidos vivos. Luego, surgieron materiales con aplicacion a otras areas, como la administracién de

farmacos, los agentes de contraste de imagenes y las construcciones de ingenieria de tejidos.

Actualmente la definicion de biomaterial hace hincapié Unicamente en que la o las sustancias entran en
contacto con los sistemas bioldgicos de humanos u otros animales para un determinado fin. El propdsito
principal es la aplicacion médica, y el contacto con los sistemas bioldgicos puede ser directo o indirecto. Es asi
gue se consideran biomateriales a los dispositivos y medios para cultivar células y analizar proteinas en sangre,
a los cultivos para procesar biomoléculas en biotecnologia, a las matrices de genes de diagndstico e incluso a
los materiales de empaque primario para productos médicos. Todas estas aplicaciones tienen una
caracteristica comun: la interaccion directa e indirecta entre los sistemas bioldgicos y los materiales que se

utilizan en productos médicos o en contacto con el cuerpo (Kulinets, 2015).

La evolucidon que ha sufrido el concepto y la definicidn de los biomateriales utilizados en medicina nos dejé la

clasificacién de éstos en generaciones (Reyes-Blas, 2019):

Los biomateriales de primera generacién son aquellos dispositivos inertes que reemplazan a un tejido

dafiado, con una respuesta toxica minima (por ejemplo, implantes metalicos o implantes dentales

ceramicos).

- Los de segunda generacion son los biomateriales bioactivos y biodegradables, que interaccionan con
el cuerpo para mejorar la respuesta de ellos, degraddndose a medida que el nuevo tejido se regenera.

- Los biomateriales de tercera generacion son aquellos capaces de estimular una respuesta a nivel
molecular o celular.

- La cuarta generacion de biomateriales es la mas reciente y ha surgido a partir de los avances en el

conocimiento del comportamiento electrofisioldgico de las células y los tejidos. En este grupo se
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ubican los biomateriales que podrian estimular a células especificas para que el cuerpo se cure a si

mismo.

En general, existen muchas otras maneras de clasificar a los materiales. Para la ciencia e ingenieria de los
materiales — disciplina que combina la busqueda de conocimientos basicos de materiales y su aplicacion en
productos utiles para la sociedad — se dividen en cinco grupos, dependiendo de su estructura y propiedades:

metalicos, ceramicos, polimeros, semiconductores y compuestos (Kulinets, 2015).

Los materiales metdlicos son sustancias inorgdnicas, compuestos de uno o mas elementos metalicos —
pudiendo contener también otros tipos de elementos — y enlazados por enlaces metalicos. Tienen una
estructura cristalina, y generalmente tienen buena conductividad térmica y eléctrica. En aplicaciones de
biomateriales se utilizan principalmente para aplicaciones de carga, como implantes ortopédicos (alambres,

placas, tornillos, reemplazos articulares totales o parciales) y aplicaciones dentales.

Los materiales cerdmicos son inorganicosy estan constituidos por elementos metalicos y no metalicos. Pueden
ser cristalinos, no cristalinos o mezcla de ambos. Estos materiales suelen tener bajo peso, elevada dureza y
resistencia a altas temperaturas, aunque tienden a ser fragiles. Estas caracteristicas permiten que, en
aplicaciones biomédicas, se utilicen para soporte de carga y compresion. Las biocerdmicas pueden ser
bioinertes, con las que tradicionalmente se realizan restauraciones dentales y ciertas aplicaciones ortopédicas
(por ejemplo, como parte de articulaciones artificiales), y/o bioactivas, que se vinculan con el tejido vivo y

tienen la capacidad de estimularlo (como, por ejemplo, el biovidrio o la hidroxiapatita).

Los polimeros son materiales formados generalmente por largas cadenas o redes de moléculas organicas, de
uniones covalentes. Suelen tener bajas densidades, ser malos conductores de la electricidad, y descomponerse
o ablandarse a relativas bajas temperaturas. A mediados de siglo XX existié una revolucién en la ciencia de los
materiales, que trajo una amplia variedad de polimeros aptos para gran cantidad de aplicaciones. En medicina,
los polimeros se utilizan principalmente para aplicaciones que no soportan carga, como protesis vasculares,
catéteres, administracion de farmacos, proétesis faciales, piel/cartilago, proétesis intraoculares y también

combinados con metales en ortopedia y odontologia.

Los materiales semiconductores son los materiales utilizados en microelectrdnica, y a pesar de no estar
altamente representados, son importantes por su avanzada tecnologia. El mdas destacable es el silicio puro, al

gue se puede modificar de distintos modos para cambiar sus caracteristicas eléctricas.

Los compuestos son materiales sélidos que contienen dos o mas componentes, unidos para combinar las
propiedades y beneficios que poseen por separado. Los biomateriales de este tipo suelen estar formados por

una fase continua, llamada matriz, y por una discontinua, llamada carga. Se disefian para un uso especifico,
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por lo que sus propiedades dependen del tipo de dispositivo que se desee fabricar. Un ejemplo de dispositivo
fabricado con este tipo de biomateriales es el implante de rodilla de polietileno de alta densidad con

incrustaciones de fibras de carbono.

Parametros importantes de un biomaterial: biocompatibilidad y toxicidad

La biocompatibilidad de un biomaterial es un factor muy importante en el desarrollo de un producto médico,
ya que define su capacidad para inducir una respuesta adecuada del huésped en una aplicacién especifica y
para interactuar con los sistemas vivos sin tener ningun riesgo de lesidn, toxicidad o rechazo por parte del

sistema inmunoldgico ni efectos locales o sistémicos indeseables o inapropiados.

En general, un biomaterial no debe ser téxico a nivel local o sistémico. La toxicidad de un biomaterial puede
ser causada por sustancias que el material libera en el sistema bioldgico para afectar las células, los rganos o
el organismo completo. La liberacion no intencional de sustancias fuera del material colocado en un sistema

bioldgico ocurre principalmente en polimeros (Kulinets, 2015).

Degradacion de materiales

Se conoce como degradacion a los procesos inducidos por luz solar, calor u otros agentes externos, conocidos
como mecanismos de degradacion, que conducen a una modificacion de la estructura del material. Esta
modificacion estructural a su vez se relaciona con cambios quimicos (rotura de enlaces, cambios en
sustituyentes laterales, reacciones de entrecruzamiento, etc.) y con cambios fisicos en el material
(decoloracion, pérdida de brillo superficial, formacién de grietas, erosién superficial, pérdida de propiedades

mecanicas).

Existen diversos agentes externos, y cada uno de ellos puede dar lugar a diferentes mecanismos de
degradacion. En la tabla 1.1 se mencionan diferentes tipos de agentes y el tipo de degradacién que provocan

en el material.

Tabla 1.1: tipos de degradacion segun el agente externo

Agente externo Tipo de degradacién
Luz solar Fotodegradacion
Calor Degradacion térmica
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Agentes atmosféricos

Degradacion oxidativa

Humedad

Degradacion hidrolitica

Hongos y microorganismos

Biodegradacién

Luz + oxigeno

Fotodegradacién oxidativa

Calor + oxigeno

Degradacién termoxidativa

Luz + humedad Degradacidn fotohidrolitica

Larelacién entre la tasa de degradacion y el tiempo/escala de la aplicacidn es la que determina que un material

sea reconocido como degradable o no degradable.

Polimeros

Como en este proyecto se trabajo con un polimero particular, se profundizara en algunos aspectos de este

tipo de materiales.

Los polimeros son macromoléculas formadas por la uniéon covalente de pequefias unidades moleculares
conocidas como mondmeros. Si estan formadas por un Unico tipo de mondmero se los conoce como

homopolimeros, y si estan formados por varios tipos de mondmeros se los conoce como copolimeros.

Dependiendo de su origen, los polimeros pueden ser sintéticos o naturales. Los polimeros naturales, conocidos
como biopolimeros, se forman durante ciclos de crecimiento y vida de organismos. Los polimeros sintéticos
se comenzaron a obtener a principios del siglo pasado, y tienen la ventaja de que su fabricacidn es controlable

y modificable con el objetivo de alcanzar caracteristicas deseadas.

La principal ventaja de los materiales poliméricos en general es que suelen poder adquirir diversas formas y

propiedades, lo que los hace muy versatiles y utiles para muchas areas tecnoldgicas.

Degradacion de polimeros

Para describir el fendmeno de degradacion de polimeros se debe introducir también el concepto de erosidn,
que se refiere a la pérdida de material debida a oligdmeros y mondmeros que se desprenden del polimero

(Gopferich, 1996).

Todos los polimeros degradables comparten la propiedad de erosionarse con la degradacién. Tanto la

degradacion como la erosidon son parametros decisivos para caracterizar el material. Cabe destacar la
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diferencia entre erosién superficial o heterogénea, y erosién volumétrica u homogénea (figura 1.2). La erosién
superficial implica la perdida de material Unicamente en la superficie. El material se hace cada vez mas
pequefio, pero conserva su forma geométrica. En cambio, en la erosién volumétrica, la pérdida de material no
se da solo en la superficie. El tamafo del material permanece constante durante un cierto tiempo. La ventaja

de la erosion polimérica superficial es que el proceso es mas previsible (Gopferich, 1996).

Figura 1.2: erosion superficial (figura 1.2.A) vs. erosion volumétrica (figura 1.2.B)

Para el caso de polimeros para uso como biomateriales, el mecanismo de degradacién predominante es el
guimico generado por hidrélisis; también puede manifestarse la biodegradacion, llevada a cabo por enzimas.
La degradacion hidrolitica se da cuando el material entra en contacto con un medio acuoso y el agua penetra
en la matriz, provocando hinchamiento, ruptura de puentes hidrégeno intermoleculares, hidratacidn de las
moléculas y, finalmente, hidrélisis de los enlaces. La ruptura por hidrdlisis puede ocurrir tanto en grupos de la
cadena principal como en los laterales. En lo que respecta a degradacion enzimdtica, es un proceso que varia

con el sitio de implantacién, segun la disponibilidad y concentracion local de enzimas.

En el caso particular de biomateriales biodegradables, su compatibilidad debe demostrarse a lo largo del
tiempo de aplicacidon. Las propiedades quimicas, fisicas, mecdnicas y bioldgicas del material variaran en el
tiempo, y los productos de degradacion pueden poseer un nivel de biocompatibilidad diferente en

comparacién con el material primario.

La tasa de degradacion del polimero depende de factores relacionados con su naturaleza, como su estructura
guimica, la sensibilidad a la hidrdlisis de los grupos funcionales, la permeabilidad al agua o la morfologia del

material (las estructuras amorfas son mds permeables que las cristalinas). Pero también influyen factores
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fisico-quimicos del entorno, como el pH del medio, o el proceso de esterilizacion al que se somete el material

(Nair, 2007).

Particulas poliméricas para liberacidon controlada de farmacos

Polimeros biodegradables en liberacion controlada de farmacos

En la aplicacién de polimeros para liberacidn controlada de farmacos, todos los factores que afectan la tasa
de degradacién también pueden influir en la tasa de liberacidon del principio activo. A continuacidn, se

mencionan cuatro factores del polimero que tienen alta influencia en esta aplicacion (Kamaly, 2016).

Cristalinidad del polimero

La cristalinidad describe el grado de regiones cristalinas dentro de una muestra en relacién con las regiones
amorfas. En polimeros este concepto es particular: sélo cuando la cadena de polimeros tiene una estructura
regular y el peso molecular es alto pueden organizarse en forma cristalina. Ademas, nunca alcanzan el 100%
de cristalinidad, sino que los dominios cristalinos estan separados por regiones amorfas. En liberacion de
farmacos, la cristalinidad es importante ya que el agua solo puede difundir a través de las regiones amorfas.
Ademas, la resistencia mecanica del polimero, capacidad de hinchazén, la hidrofilicidad y la tasa de
biodegradacién también son dependientes del grado de cristalinidad, que a su vez esta regido por la naturaleza

del monémero.

Temperatura de transicion vitrea

La temperatura de transicidn vitrea es una temperatura caracteristica de estos materiales, ya que por debajo
de ella el polimero se encuentra en estado vitreo, es decir, tiene movilidad limitada y bajas velocidades de
difusion. Por encima de esta temperatura se encuentra en un estado gomoso, facilitando la tasa de

transferencia de masa de agua y moléculas del farmaco.

Solubilidad

Cuando el polimero es de naturaleza hidréfoba, la liberacion del farmaco se controla mediante la erosion de
la superficie; en cambio, cuando existe un equilibrio entre la hidrofobicidad e hidrofilicidad en el esqueleto
del polimero, la degradacién puede ocurrir también en el interior de la matriz del sistema polimérico. Es
importante destacar que, en la nanoescala, como la relacidn superficie-volumen es muy alta, los sistemas
poliméricos coloidales se vuelven estables en condiciones acuosas, permitiendo la utilizacién de polimeros

hidréfobos para esta aplicacion.
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Peso molecular

El peso molecular tiene un impacto significativo en la cinética de liberacion del farmaco y puede influir en las
propiedades bioldgicas del sistema de administracién, como la eliminacidn, fagocitosis y la actividad bioldgica.
Propiedades como la temperatura de transicion vitrea, solubilidad, viscosidad, cristalinidad y resistencia

mecdanica estan relacionadas con el peso molecular del polimero.

La velocidad de liberacién estd correlacionada con las propiedades mecanicas del polimero: los polimeros de
alto peso molecular tienen un alto médulo de elasticidad, produciendo una matriz mas rigida, con un nimero
de canales y poros limitados; los de bajo peso molecular, por el contrario, tienen un mdédulo eldstico menor
permitiendo que los poros se expandan como resultado de la presidn osmética, favoreciendo la liberacidn del

farmaco.

Micro y nano particulas poliméricas

Multiples polimeros biodegradables de origen natural y artificial se estudian como materiales para fabricar
particulas de tamafio micrométrico y nanométrico, con la intencién de ser usadas como encapsuladores de

agentes.

Existen diversos métodos de fabricacidn de particulas poliméricas, y de la técnica usada dependera el tipo de
particula que se estime generar (figura 1.3). Cuando el tamafio de la particula se encuentra entre 1 um y 100
um, generalmente se las llama microparticulas, y a las de didmetro menor a 1 um se las considera

nanoparticulas (Campos, 2013).

También existen categorias segun la morfologia y la distribucién del compuesto activo: esferas y capsulas. Por
micro o nano esferas se entienden particulas compuestas por una mezcla homogénea de farmaco y polimero
(matriz). Las micro o nano capsulas son aquellas que poseen un caparazon polimérico y uno o varios nucleos
(que pueden ser sélidos, liquidos o incluso gaseosos) donde se encuentra dispersa la droga (figura 1.3)

(Campos, 2013).

A B C

Figura 1.3: tipos de particulas que se pueden formar: 1.3.A: cdpsula con un nucleo. 1.3.B: cdpsula con varios

nucleos. 1.3.C: esfera
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Los sistemas de liberacion de farmacos se introducen al organismo por diferentes vias: oral, parenteral, rectal,
vaginal, inhalatoria, tépica, ocular, dtica o nasal. En principio, la via de administracion mas ventajosa para
estos sistemas poliméricos nano y/o micro encapsulados y biodegradables es la parenteral, es decir, mediante
inyeccion intravenosa, subcutanea, intraperitoneal o intramuscular (Sdez, 2004). Sin embargo, la necesidad de
conseguir una accién localizada de algunas drogas y evitar su distribucion sistémica ha llevado a la ciencia a
explorar otras vias de administracién de estas particulas y desafiar las limitaciones de cada caso. Por ejemplo,
la via nasal permite el acceso directo de los farmacos al cerebro para tratar trastornos en el sistema nervioso
central, evitando la barrera hematoencefdlica, el metabolismo gastrointestinal y la eliminacién hepatica, pero
la mucosa nasal posee una escasa hidrofilicidad y una alta tasa de eliminacidn que desafian la eficacia del
farmaco (Di, 2021). En el caso de la administracidn tépica se requiere el tratamiento del polimero utilizado
para lograr que las particulas se adhieran a la superficie deseada y asi obtener una administracion sostenida
del farmaco, que, por ejemplo, lo han logrado con el fdrmaco betaxolol encapsulado en particulas poliméricas
suspendidas en un colirio para el tratamiento de glaucoma (Leon, 2015), o con el encapsulamiento de anti-

fungicidas para uso tépico por via vaginal (Johal, 2016).

Métodos de elaboracidon de particulas poliméricas para liberacion controlada de
farmacos

A continuacion, se describen algunos de los métodos de elaboracidn de micro y nano particulas que se pueden

encontrar en la bibliografia (Ye, 2010):

Emulsificacion y evaporacidon/extraccion de solvente: se basan en aprovechar la separacion de fases de estos
sistemas y la creacion de gotas dispersas, para generar plantillas micro o nanométricas, que al evaporar el
solvente donde esta diluido el polimero dan lugar a la formacidn de las particulas en cuya matriz o nucleo se

encuentra el agente a encapsular (Ye, 2010).

Secado por pulverizacion o congelacion: consiste en crear una solucién o emulsidn con el agente a encapsular,
y pulverizar en aire a elevada temperatura para evaporar el solvente. Los pardmetros de operacién del sistema
permiten controlar las propiedades de las particulas. Una variante para evitar las altas temperaturas es agregar

un paso previo de congelacion y el uso de boquilla ultrasénica para pulverizar (Ye, 2010) (Gharsallaoui, 2007).

Atomizacion ultrasdénica: consiste en una combinacién de una boquilla y aguja. Mediante energia ultrasénica
se genera un flujo, y a la salida de la boquilla se obtienen gotas micrométricas que se recolectan en un bafio,

formando una emulsion (Ye, 2010) (Rajan, 2001).
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Electrospray: este método consiste en un sistema que contiene una bomba de liquido, una aguja a alto
potencial eléctrico y un electrodo a tierra, colocado a una pequefia distancia de la aguja. La aplicacién de alta

tension permite controlar el tamafio de las gotas formadas en la punta de la aguja (Ye, 2010) (Almeria, 2011)

Microfluidica: se trata de sistemas de microcanales, con tratamientos internos que aportan hidrofilicidad o
hidrofobicidad. El diametro del canal, el tratamiento interno, la secuencia de fluidos acuosos y organicos, y el

flujo permiten controlar las caracteristicas de las gotas formadas al final del canal (Ye, 2010) (Dendukuri, 2009)

Microfabricacidn: consiste en la creacidn de particulas mediante el uso de microplantillas impermeables (Ye,

2010)

En muchas aplicaciones resulta crucial controlar el tamafio de las particulas (tamafio medio y distribucion) no
solo para poder determinar el medio de administracidn, sino también para controlar la cinética de degradacion
ya que puede depender de este factor. En la tabla 1.2 se resumen las principales caracteristicas de estos

métodos de fabricacién de particulas y encapsulamiento de farmacos.

Tabla 1.2: Revisién de métodos de encapsulamiento en micro y nano particulas poliméricas

Método Caracteristicas principales

Emulsiones Simple, condiciones del proceso facilmente controlables. Econdmico.

Secado por pulverizaciéon | Parametros facilmente controlables, temperatura de operacion alta, mucha

o congelacién pérdida de producto.

Atomizacién ultrasdnica Un solo paso operativo, proceso aséptico, produccidon continua, precision,

tamafio controlable mediante diametro de aguja.

Electrospray Creacidn de particulas monodispersas, apropiado para macromoléculas

bioldgicas. La repulsion eléctrica evita coalescencia de particulas.

Microfluidica Posibilidad de controlar morfologia interna de las particulas, complejidad en
la aplicacién.
Micro fabricacién Necesidad de pasos complejos seglun los agentes utilizados, alta

repetibilidad, precision y exactitud en control de tamanos.
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La técnica elegida en este proyecto fue la de elaboracion de micro y nano particulas a partir de emulsiones,
por ser la mds econdmica y accesible en el laboratorio Lab3Bio. Las variables del proceso son muchas (pueden

ser mas de 25 si se realiza una emulsién doble), pero facilmente controlables.

Mecanismos clasicos de liberacion

El proceso de liberacién del farmaco a través de la estructura polimérica estd afectado por una gran cantidad

de fendmenos que ocurren, muchas veces, en simultaneo (Kamaly, 2016).

Figura 1.4: mecanismos de difusion del farmaco a través de la particula polimérica. 1.4.A: difusion a través
de poros. 1.4.B: difusion a través de la matriz. 1.4.C: difusion por bombeo osmético. 1.4.D: difusion durante el

proceso de erosion (Kamaly, 2016)

La difusion de las moléculas del farmaco desde el interior de la particula hacia el medio externo no es
constante ya que depende de condiciones que van cambiando con el tiempo, como por ejemplo el ingreso de
agua dentro de la particula, la disolucién de la droga, la degradacion del polimero, la creacidon de nuevos poros
acuosos, la difusidn de iones hidrégeno y cambios en el pH, o la difusion del farmaco y del polimero y sus

efectos osmaticos (Kamaly, 2016).
Difusion del farmaco a través de poros llenos de agua

Tanto las particulas en forma de esfera como las capsulas poseen cierta porosidad que permite el paso de las
moléculas de farmaco a través de ella, impulsado por un gradiente de potencial quimico que se aproxima al
gradiente de concentracion. Las particulas absorben agua de manera inmediata y ésta ocupa la matriz

polimérica, llevando a que los poros se ensanchen y se facilite la difusion del agente (figura 1.4.A).

Difusidn del farmaco a través de la matriz polimérica (esferas)
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Difusidon simple del farmaco a través de la matriz de la micro o nano esfera a una velocidad constante,

gobernada por propiedades de la membrana polimérica como su permeabilidad y su espesor (figura 1.4.B).
Difusidn del farmaco por bombeo osmético

Cuando las particulas actian en un medio acuoso, refiere a la difusion del farmaco originada por la fuerza del

agua ingresando y saliendo de la matriz; flujo originado por la presién osmética del sistema (figura 1.4.C)
Erosién de la superficie de la particula

Proceso que ocurre cuando el polimero comienza a degradarse desde la superficie, desde el exterior hacia el
interior. Ocurre cuando la tasa de erosidon es mayor a la tasa de penetracién del agua, y es el efecto mas
deseable ya que la cinética de erosidn (y, por lo tanto, la cinética de liberacion) es controlable, reproducible y

el farmaco en el interior se encuentra protegido contra el efecto del agua (figura 1.4.D)

Erosion volumétrica de la particula: ocurre cuando el agua penetra en la particula a una velocidad mayor que
la velocidad de degradacion del polimero, lo que provoca que el material se hidrolice y se degrade

internamente. Este proceso es menos predecible y no protege al farmaco encapsulado (figura 1.4.D).

Modelos matematicos de liberacion de farmacos

La cinética de liberacién de un farmaco tipicamente refiere a la descripciéon de cdmo es el mecanismo por el
cual las moléculas de la droga se trasladan de una posicion inicial (por ejemplo, dentro de un nucleo de una

microcdpsula polimérica) hacia el exterior o medio de accidn (Kamaly, 2016).

El estudio in vitro de esta cinética de liberacién de un farmaco que se encuentra encapsulado es de
considerable relevancia en el disefio y desarrollo, ya que brinda informacién util para predecir el potencial

mecanismo de funcionamiento.

Una cinética de liberacion con un perfil de orden cero es aquel que garantiza una concentracién plasmatica
constante del farmaco dentro del rango terapéutico (figura 1.5). Este modelo es un caso ideal, que no ocurre

en la practica.
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Figura 1.5: cinética de liberacion bifdsica con rdfaga vs cinética de liberacion de orden cero

El perfil de liberacién mds comun de los sistemas poliméricos de administracion de farmacos es de tipo
trifasico, y se observa normalmente en sistemas macromoleculares con un comportamiento de degradacion
heterogéneo (perfiles indicados con circulos y diamantes en figura 1.6). Cuando las particulas tienden a ser

mas pequeiias, el perfil se vuelve bifasico (perfiles indicados con cuadrados, cruces y lineas en figura 1.6)
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0.2 4
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Cantidad de farmaco liberado

0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (dias)

Figura 1.6: comparacion de diferentes perfiles de liberacion obtenida partir de la observacion de trabajos de
encapsulamiento de agentes y liberacion en particulas de PLGA - polidcido ldctico-co-glicdlico. Referencias de
las curvas: cuadrados: perfil bifdsico con rdfaga y fase Il rapida; circulos: perfil trifdsico con fase Il corta;
cruces: perfil bifdsico con rdafaga y fase Il constante; diamantes: perfil trifasico; lineas: perfil bifdsico sin fase

de rdfaga (Fredenberg, 2011)
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La fase | de un perfil de liberacidn trifasica se denomina efecto de liberacidn en rafagay es la liberacion rapida
de moléculas de farmaco que estan cerca de la superficie. Este efecto se observa en la mayoria de los trabajos
en los cuales se ha logrado encapsular agentes en micro y nano particulas poliméricas (Khoee, 2009) (Monnier,
2016) (Sansdrap, 1993). El fenémeno también esta influenciado por el ingreso de agua en los poros de la
particula, lo que aumenta la probabilidad de que estos se ensanchan y favorezcan el movimiento de moléculas
a través de ellos. Este efecto de rafaga se acrecienta cuando la superficie de la particula comienza a hacerse
mayor con relacion al espacio interior, y se observa que podria disminuirse al aumentar la diversidad de

tamafio las particulas (es decir, con una distribucidn de tamafios mds extensa) (Freiberg, 2004).

La fase Il del perfil de liberacidn trifasico es una fase de liberacién mds constante, gobernada por la difusion
lenta del farmaco a través de la matriz polimérica y los poros. Este comportamiento es simultaneo con la

hidrdlisis y degradacién del polimero.

La fase Ill puede ser una fase de liberacién mas rdpida, y comienza con la erosidon masiva de la particula

polimérica.

En su trabajo de revision, Freiberg destaca que los factores que principalmente afectan el perfil cinético y la
duracién y comienzo de las fases son (Freiberg, 2004):

- La porosidad de las particulas

- Ladistribucion de tamafios

- La morfologia de las particulas y la distribucion del farmaco

— Lacristalinidad del polimero
- El peso molecular del polimero

Kamaly, por su parte, destaca que la naturaleza quimica del farmaco es uno de los factores mas relevantes:
las drogas hidrofdbicas producen una tasa de liberacién que se acerca a un perfil de orden cero, mientras que
las drogas hidrofilicas muestran un patrén trifasico (Kamaly, 2016). Ambos autores coinciden en que los

fendmenos no son obvios ya que dependen de muchos parametros.

Los modelos matematicos de cinética de libracidon permiten predecir los comportamientos de estos sistemas
farmacéuticos, y de esta manera disminuir costos y tiempos de desarrollo (Kamaly, 2016). Poder representar

con ecuaciones matematicas estas fases de liberacion permite realizar sistemas computacionales.

El modelo de difusion mas simple que existe es el que cumple con la Ley de Fick, que describe el caso de
difusién gobernado Unicamente por el gradiente de concentraciones. Para sistemas donde el gradiente de
concentraciones cambia con el tiempo, la segunda Ley de Fick describe el comportamiento como:

M
Moo

1
=Ktz Ecuacion 1.1
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M -, . . .
donde M—t es la fraccién de soluto que se ha liberado a un tiempo ¢, y K es la constante de velocidad de

0

liberacidn, que depende de la constante de difusion y el espesor del sistema.

Pero en casos donde el agente estd encapsulado, el proceso de liberaciéon puede volverse mas complejo ya
qgue puede verse afectado por otros factores. En el caso de encapsulamiento en materiales biodegradables,
ademas, estos otros factores van cambiando con el tiempo ya que la difusiéon del fdrmaco depende de la
degradacion del material y de cdmo se vayan modificando los poros por los cuales se difunden las moléculas
de la droga. Por consiguiente, es necesario agregar al modelo estos efectos. Higuchi en 1963, y luego
Korsmeyer en 1983, complejizaron el modelo de Fick al considerar que la fraccidén de farmaco liberado es una
funcion exponencial del tiempo (Higuchi, 1963) (Korsmeyer, 1983):

M
Mo

=Kt" Ecuacién 1.2

donde M—t es lafraccion de soluto que se haliberado a un tiempo t, K es la constante de velocidad de liberacion

o0

y n es el exponente que indica el mecanismo de liberacion del modelo. Si n = 0.5, el modelo se ajusta a la Ley

de Fick.

En 1989, Peppas y Sahlin propusieron una expresion semiempirica para el mecanismo de liberacién de
farmacos en la cual se pueden representar las contribuciones de la difusion del agente y también de la

degradacion del polimero en una ecuacién bi-exponencial (Peppas, 1989):

M 9
—L =K, t" + K,t*" Ecuacién 1.3
Moo

M L, . .
donde M—t es la fraccién de soluto que se ha liberado a un tiempo t, K; es la constante que representa la

5]

contribucion de difusidn por ley de Fick, K> la constante que representa la contribuciéon del mecanismo de
degradacion que sufre la matriz del polimero, y n es el exponente que indica el mecanismo de liberacion del

modelo.
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Capitulo 2 — Antecedentes y marco regulatorio en

Argentina

El éxito de una potencial aplicacién, como la que se evalla en este trabajo, estd criticamente ligado a la
existencia de un marco regulatorio apropiado. Siguiendo con el espiritu del laboratorio, del equipo de
investigadores y de la linea de investigacion, en este capitulo se analizan antecedentes de productos

comerciales similares aprobados en Argentina y se estudia el marco regulatorio vigente.

A la fecha de este informe, se detectan numerosos trabajos cientificos en los que se han encapsulado distintos
principios activos en particulas de PHBV (Sendil, 1999) (Bazzo, 2012) (Yang C. P., 2009) (Masood F. , 2016),
pero no se encontraron productos comerciales aprobados utilizando este material en algun pais del mundo.
Uno de los principales impedimentos, por el momento, pareceria ser su alto costo y la baja productividad de

los actuales procesos de produccion del polimero (Policastro, 2021).

Sin embargo, se encontraron otros productos comerciales aprobados por la ANMAT que consisten en

particulas o esferas poliméricas (tabla 2.1) y pueden servir de antecedente.

Tabla 2.1: productos comerciales aprobados en Argentina

Producto Principio Polimero | Indicacion de uso Administracion Laboratorio vy
comercial activo origen
Lupron Depot Acetato  de | PLGA - | Inhibidor de | Inyeccion Abbot (Japdn)
Leuprolida polidcido secrecién de | intramuscular o
lactico-co- | gonadotrofinas subcutdnea
glicdlico (cancer de prostata, | mensual

endometriosis,
cancer de mama,

fibromas uterinos).

Lectrum Acetato  de | PLGA - | Tratamiento de | Inyeccién Eriochem
Leuprolida poliacido anemia causada por | intramuscular cada | (Argentina)
l[actico-co- | hemorragias por | 4 semanas
glicdlico tumores uterinos,
pubertad precoz,

cancer de prostata,
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cancer de mama,
endometriosis
Sandostatin Octreotida PLGA - | Tratamiento de la | Inyeccidon Novartis
LAR poliacido acromegalia intraglutea cada 4 | (Alemania)
lactico-co- semanas
glicdlico
Zoladex LA Goserelin PLGA - | Tratamiento de | Inyeccion Astrazeneca
poliacido cancer de prostata subcutanea cada | (Inglaterra)
lactico-co- 12 semanas
glicdlico

En Argentina, el camino regulatorio que debe seguir la aprobacién de una especialidad medicinal que consista
en microparticulas poliméricas que encapsulan un farmaco en su interior para uso en liberacién controlada o
prolongada, esta regido principalmente por el vigente decreto del Ministerio de Salud N2150/1992: Normas
para el registro, elaboracion, fraccionamiento, prescripcion, expendio, comercializacion, exportacion e
importacién de medicamentos. Ambito de aplicacidn. Disposiciones generales. Este decreto establece que
todas las especialidades medicinales que se comercialicen en el pais deben estar inscriptas en un registro, que
deben elaborarse en plantas habilitadas, y también determina la informaciéon que se debe adjuntar en la
solicitud de registro. El proceso parece ser mas simple para el caso de productos que se importen de los paises
listados en el Anexo Il del decreto o que sean similares a productos ya aprobados en los paises listados en el

Anexo | (ver Anexo | — Decreto N°150/1992) (Decreto N2150/1992, 1992).

Pero en el caso que se quiera inscribir un producto novedoso tanto para la Argentina como para el resto del
mundo (o, al menos, de los paises listados en los anexos) se solicita que ademas se adjunte documentacién

que acredite la eficacia y la inocuidad del producto para el uso propuesto.

Suponiendo que lo que se inscribiese fuera una especialidad medicinal que consiste en un fdrmaco
encapsulado en microparticulas de PHBV, que es el polimero que se decidié utilizar en este trabajo (ver
Capitulo 3 - Elaboracion y caracterizacion de particulas encapsulando un agente modelo), tendriamos dos
escenarios:

- El principio activo es nuevo y no estd aprobado en nuestro pais

- El principio activo ya existe y el encapsulamiento en particulas de PHBV proporciona una mejora
respecto al tratamiento convencional

Para optimizar este proceso de validacion del producto y generacién de documentacién se cred en 1990 el
Consejo Internacional para la Armonizacion de los Requisitos Técnicos de los Productos Farmacéuticos para

Uso Humano (o ICH, por sus siglas en inglés). Las guias técnicas generada por este Consejo, y disponibles de
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manera gratuita en su sitio web, pueden ser muy utiles ya que detallan todas las pruebas a seguir para generar

el legajo de documentacion solicitado por ANMAT (ICH, 2022).

Pero el enfoque cambia cuando se desea trabajar con particulas poliméricas de tamafio nanométrico - o
cualquier otra nanoestructura - ya que seguir el esquema regulatorio genérico puede no ser apropiado
(Bianco, 2018). La aplicacién de nanotecnologia en el campo farmacéutico permite crear estructuras capaces
de vehiculizar principios activos y optimizar el proceso de distribucién; pero como los nanoformulados son
estructuras cuya reactividad es muy sensible a la relacion superficie/volumen, la traslacion de estos disefios a
la clinica depende en gran medida de la evaluacién de su eficacia y su seguridad. La calidad del producto final
es altamente dependiente del control del proceso de produccion, ya que un pequefio cambio en el proceso

puede provocar interacciones radicalmente diferentes a las deseadas.

En febrero de 2018, la ANMAT emitid una circular para comenzar a enmarcar el desarrollo de nanotecnologias
en el campo médico (ver Anexo Il - Circular ANMAT MED-NAN 001-00). Este documento visibiliza las
investigaciones realizadas en los Ultimos afos y deja definidos varios conceptos como nanomaterial, y
producto y medicamento nanotecnoldgicos. Si bien no tiene caracter de disposicién y no tiene detalles
aplicativos, establece que aquellos medicamentos que sean en escala nanométrica y aporten una mejora a
una especialidad medicinal que ya existe en el mercado y esté aprobada, solo se agrega un nuevo requisito a
lo que ya establece el decreto N2150/1992: |a realizacidén de ensayos de comparabilidad. Segun el anexo Il de

esta circular, estos ensayos deben permitir caracterizar los siguientes puntos:

— Caracteristicas fisicoquimicas:

o Composicion (descripcion, origen, manufactura, impurezas, isémeros) y excipientes (calidad,
pureza, estabilidad).

o Morfologia

o Impurezas dependientes del material, de los procesos, del producto y su degradacion

o Relacién principio activo / moléculas lipidicas

o Eficiencia de carga del principio activo (relacién entre principio activo libre y principio activo
encapsulado)

o Distribucién de tamaios de particulas

o De corresponder, distribucion y estado fisico del principio activo dentro del liposoma. De lo
contrario justificar

o ldentificacién y caracterizacién de los grupos funcionales involucrados en la interaccion
principio activo -plataforma

o Carga superficial

o pHinterno
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o En caso de conjugacion con PEG (calidad, pureza, uniones quimicas, peso molecular.
estabilidad de PEG similares a aquellos utilizados por el referente)
Estabilidad:
o Estabilidad de producto terminado segun las condiciones de almacenamiento y de uso
descriptas en el prospecto.
o Estabilidad de producto reconstituido/diluido con cada uno de los solventes descriptos en el

prospecto a fin de asegurar los tiempos y las condiciones de almacenamiento del producto

reconstituido hasta su total administracidn al paciente.

Estudios farmacéuticos:

O

O

O

Ensayos comparativos con el producto referente para determinar la liberacién del principio
activo en las diferentes condiciones de pH por la que atraviesa el producto para llegar a su
blanco tisular y determinar su integridad a las diferentes temperaturas.

Ensayos a diferentes pH: 7,3, 6,6 y 5.5 en buffer por 24 horas.

Ensayos a diferentes temperaturas 45°C, 47°C, 52°C y 57°C durante 12 hs en buffer pH 6.5.

Validacion del proceso de manufactura:

O

Descripcion de la formulacién (cuali-cuantitativa), indicando la funcion de cada uno de los
componentes

Descripcion general de cada uno de los pasos individuales del proceso de manufactura.
Descripcion de los materiales criticos y parametros sensibles a las variaciones que permitan
una adecuada caracterizacién del producto (incluir detalle de materiales utilizados durante el

proceso de manufactura: mangueras, filtros, etc).

Estudios no clinicos:

O

O

O

Farmacocinéticos: Estudios cinéticos y toxicinéticos a distintas dosis en animales de
experimentacion, determinando en sangre, plasma o suero el principio activo libre y el
principio activo asociado / encapsulado, utilizando técnicas analiticas validadas
Farmacodinamia: Determinacién de eficacia en modelos in vitro e in vivo.

Toxicologia: Estudios toxicoldgicos agudos y sub-agudos a dosis repetidas.

Estudios clinicos: De los resultados de los ensayos de comparabilidad de los estudios fisico-quimicos,

farmacéuticos y no-clinicos dependerd la profundidad y amplitud de los requerimientos clinicos.
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Capitulo 3 — Elaboracion y caracterizacion de

particulas encapsulando un agente modelo

Introduccion

En este capitulo se aborda un ensayo experimental, en el cual se realizaron microparticulas poliméricas — de
material PHBV — con un colorante encapsulado en su interior. Se utilizé una de las técnicas de elaboracidn
mas difundidas y sencillas: la técnica de doble emulsién con evaporacién del solvente, que se basa en la
fisicoquimica de emulsiones y que se explicard a continuacidon. Durante este método, el farmaco o agente

modelo queda atrapado en la particula durante el proceso de formacién.

Entender cuales son las variables de la técnica de fabricacién que inciden en el tamafio y morfologia de
particulas formadas es esencial para tener un control en la tasa de liberacidn. En este trabajo se seleccionaron
dos variables del método elegido y se analizé si tenian incidencia en el tamaiio final de las particulas; ademas,
se observd un punto intermedio en el proceso de formacion para analizar si puede servir como un punto de

control para predecir los tamafios de las micro y nano particulas que se formen.

Técnica de elaboracidn de particulas poliméricas por doble emulsidon y evaporacion

de solvente

Emulsiones

La base de esta técnica de elaboracion son las emulsiones. Una emulsién es un tipo de sistema disperso,
constituido por la homogeneizacién macroscépica de dos o mas fluidos no miscibles entre si. Generalmente,
estos dos fluidos suelen ser uno de tipo acuoso y otro de tipo organico u oleoso. En este sistema, una de las
dos fases se encuentra dispersa en gotas (fase dispersa) y la otra en forma continua. La fase continua es aquella
a través de la cual se puede acceder desde cualquier punto a otro sin abandonarla; mientras que, para ir de
un punto de la fase dispersa a otro, es necesario atravesar porciones de la fase continua (figura 3.1) (Fernandez

Arteaga, 2006).
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Figura 3.1: en la figura 3.1.A se muestra una emulsién W/O water-in-oil donde la fase dispersa es acuosa y la
fase continua es oleosa. En la figura 3.1.B se muestra una emulsion O/W oil-in-water, donde la fase dispersa
es oleosa y la fase continua es acuosa. En ambas imagenes se representa también la accidén de las moléculas

surfactantes (en naranja)

La interfaz entre las dos fases inmiscibles requiere el aporte de energia; para una misma relacién de volumen
entre las fases, cuanto menor sea el tamafio de las gotas mayor sera la energia que se debe aportar para
generar la interfaz. La presencia de uno o varios aditivos que migran hacia las interfases, llamados
surfactantes, permite disminuir la energia superficial y mejorar la estabilidad del sistema (figura 3.1)

(Fernandez Arteaga, 2006).

Las emulsiones son sistemas meta-estables; es decir, tienen una relativa estabilidad cinética pero siempre
tienden a la completa separacion de las fases iniciales. Ademas, como se menciond en el parrafo anterior, no

se forman espontaneamente, sino que es necesario incorporar energia.

Las emulsiones pueden ser de dos tipos, que se explican a continuacién y cuya notacién se utilizard en el resto

del informe:

- Emulsiones W/O, del inglés water-in-oil: son las emulsiones en las cuales la fase dispersa es de tipo
acuosa, y la fase continua es de tipo oleosa o es un solvente organico o apolar.
- Emulsiones O/W, del inglés oil-in-water: son las emulsiones en las que la fase dispersa es oleosa u

organica, y la continua es un solvente acuoso.

En la técnica de doble emulsién con evaporacion del solvente, la droga se disuelve en una fase acuosa y se

adiciona a una fase organica que contiene el polimero, formando entonces una emulsién agua en aceite o
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water in oil (W/0) (figura 3.2). A continuacidn, una fraccidn de esta emulsidn se adiciona a una segunda fase
acuosa que contiene un surfactante con el fin de estabilizar las particulas que se forman. Esta emulsién doble
sirve de plantilla para limitar el tamafio de las particulas que se formardn. Por ultimo, el proceso de

evaporacion del solvente organico provoca la precipitacion de las particulas poliméricas (Maia, 2004).

Incorporacién de
energia
i o
.’ ' L .' P .
... - ., . * -
. . . . * [ ]

L]
Py -
Fase acuosa Fase organica con e . L) . '
polimero

Emulsién W/O

‘e Evaporacién de
% Incorporacién de P L.
. . solvente orgénico
energia
& .
. :

Emulsién W/O Fase acuosal ll

Emulsién W/O/W

Figura 3.2: esquema de técnica de doble emulsién con evaporacién de solvente

Surfactantes

Un surfactante es un agente tensioactivo. Los materiales tensioactivos se caracterizan por ser sustancias
anfifilicas: su estructura molecular posee una zona polar hidrofilica, y otra zona apolar hidréfoba o lipofilica
(figura 3.3). Se los define como agentes tensioactivos porque muestran una tendencia a migrar hacia las

interfases, ya que su grupo polar se orienta a fases acuosas y su grupo no polar se orienta a fases oleosas

(Khoee, 2009) (ICl Americas Inc., 1984).
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Grupo polar  Grupo no polar

Figura 3.3: representacion de estructura basica de un tensioactivo: grupo polar hidrofilico y grupo no polar

hidréfobo

Todos los agentes tensioactivos son sustancias anfifilicas, pero no todas las sustancias anfifilicas son
tensioactivos. Para que un compuesto tenga esta caracteristica es necesario que la molécula posea
propiedades relativamente equilibradas (es decir, que el balance entre el largo de la cadena no polary el grupo

polar sea adecuado).

Balance hidrofilico-lipofilico

En 1913, un investigador lamado Bancroft llegé a la conclusion de que la estructura de una emulsién depende
en gran medida de la naturaleza del surfactante: empiricamente demostrd que el liquido en el cual el agente

tensioactivo se disuelve actta luego como fase continua de la emulsién (Fernandez Arteaga, 2006).

Siguiendo esta regla de Bancroft, en 1949, Griffin analizé una gran cantidad de agentes tensioactivos y llegd a
la misma conclusién (Fernandez Arteaga, 2006). A los surfactantes observados los agrupd en liposolubles —
formadores de emulsiones wdter-in-oil — e hidrosolubles — formadores de emulsiones oil-in-water. En base a
este trabajo establecié una escala continua de solubilidad en la que a cada emulsificador se le asigna un valor
numérico entre 0y 20, que es una expresion de su balance hidrofilico-lipofilico (de aca en adelante, llamado
HLB), es decir, una cuantificacidon del balance entre los tamafios y longitudes de sus porciones hidrofilicas y
lipofilicas (ICI Americas Inc., 1984). Este parametro también estad asociado con la solubilidad de la sustancia:
un emulsificador que tiene bajo HLB tiende a ser mds soluble en un medio oleoso u organico, y uno con mayor
HLB, en un medio acuoso. Si bien el concepto tedrico es mucho mds complejo y pueden existir excepciones, a
nivel practico este sistema proporciona una guia Util para elegir un estabilizador segun el usoy los ingredientes

que se combinen en una emulsion (tabla 3.1).
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Tabla 3.1: rangos de HLB y sus usos tipicos (ICI Americas Inc., 1984)

Rango HLB Uso
4a6 Emulsificadores de W/O
7a9 Humectantes
8a18 Emulsificadores de O/W
13a15 Detergentes
10a18 Solubilizadores

Materiales

Polimero: PHBV

En este trabajo se fabricaron particulas de un polimero llamado poli(3-hidroxibutirato- co -3-hidroxivalerato)
- conocido por sus siglas PHBV - a través del método de doble emulsidon con evaporacién del solvente. Esta

técnica ya venia siendo utilizada en el laboratorio donde se llevé a cabo este proyecto (Cazado, 2016).

El PHBV es un polimero de origen natural, perteneciente a la familia de los polihidroxialcanoatos (figura 3.4).
Estos polimeros son poliésteres lineales, producidos por la accion de bacterias como mecanismo de
almacenamiento de carbono y energia. Se conocen mdas de 90 géneros de bacterias productoras de
polihidroxialcanoatos en condiciones aerdbicas y también anaerdbicas. Si el grupo R es un radical metilo CHs,
el monémero es hidroxibutirato (HB), mientras que si R=C;Hs, se lo denomina valerato (HV) (Raza, 2018) (Liu,
2014). Entonces el PHBV es un copolimero formado mayoritariamente por mondmeros de HB con un
porcentaje (en masa o peso molecular) de monédmeros de HV.

(. I

[ o CH (CH) ——cC

. ] -
“100-20000

Figura 3.4: estructura general de un PHA (Raza, 2018)

Se estudia la aplicacién de polihidroxialcanoatos como materiales encapsuladores de farmacos para su uso en
liberacion controlada ya que son biocompatibles y biodegradables: se degradan en metabolitos no tdxicos
para el ser humano. Su principal mecanismo de degradacién es la biodegradacion, la cual se debe
principalmente a enzimas especificas conocidas como depolimerasas de PHA, secretadas por los mismos
microorganismos productores para hidrolizar el polimero y volverlo soluble en agua para poder utilizarlo. Pero,

aparte de la actividad de estas enzimas, factores ambientales como la temperatura, la humedad y la poblacién
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bacteriana, provocan degradacién hidrolitica, térmica y biodegradacién (Ong, 2017). Ademads, cabe destacar
gue otras condiciones propias del material como su area superficial, largo de la cadena polimérica,
composicion o cristalinidad influyen significativamente en la tasa de degradacion. Para el caso del PHBY,

cuanto mayor es la presencia del copolimero (hidroxivalerato), mayor es la tasa de degradacién (Liu, 2014).

En este trabajo se utilizé PHBV (grado ENMAT Y100; 2%mol HV) fabricado por la empresa TianAn.

Surfactantes estabilizadores de las emulsiones

Para estabilizar las emulsiones se utilizaron tres surfactantes comerciales con distintos balances hidrofilico-

lipofilicos (HLB):

- Span 80, marca Parafarm
- Tween 80, marca Biopack

- Tween 20, marca Biopack

En la primera emulsion W/O se utilizé Span 80, con un HLB de 4 que resulta buen estabilizador de emulsiones

ya que es soluble en medios organicos (ICI Americas Inc., 1984).

En la segunda emulsion, de tipo O/W, se optd por utilizar mezclas de surfactantes y asi evaluar si el valor de
HLB del estabilizador utilizado y su concentracidon pueden impactar en los tamafios de las particulas formadas.
En este tipo de emulsiones O/W, los surfactantes con valores de HLB entre 8 y 16 resultan buenos
estabilizadores (ICl Americas Inc., 1984), por lo que se probaron mezclas cuyo valor de HLB resultante se
encontrase dentro de este rango. Para obtener surfactantes con valores en este rango se mezclaron Span 80
(HLB = 4,3) y Tween 80 (HLB = 12,0), siguiendo las ecuaciones 3.1y 3.2 para calcular las concentraciones de
cada uno de ellos (IClI Americas Inc., 1984).

100 (X— HLBg)
HLB,4— HLBg

%(4) = Ecuacion 3.1

%(B) = 100 — %(4) Ecuacién 3.2

Las proporciones utilizadas y los HLB obtenidos de estas mezclas de surfactante se exponen en la tabla 3.2.

Las muestras con surfactante de valor de HLB 16,8 se lograron usando Unicamente Tween 20 (ICl Americas

Inc., 1984).
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Tabla 3.2: la mezcla de los surfactantes Span 80 y Tween 80, en las proporciones mostradas en la tabla, da

como resultado un surfactante con un valor de HLB entre 8 y 15 (Maia, 2004)

Proporcién Proporcién Valor de HLB
SPAN 80 (%) TWEEN 80 (%) de la mezcla
65 35 8,0
60 40 8,5
55 45 9,1
50 50 9,6
45 55 10,2
40 60 10,7
35 65 11,2
30 70 11,8
25 75 12,3
20 80 12,8
15 85 13,4
10 90 13,9
5 95 14,4
0 100 15,0

Agente encapsulado: Azul de Toluidina

En las particulas elaboradas se encapsuld azul de toluidina. El colorante azul de toluidina utilizado fue el de la

marca Sigma Aldrich, con una masa molar de 305,83 g/mol. La seleccion de este colorante en particular se

debid a su disponibilidad inmediata en el laboratorio y su buena solubilidad en agua.

Las moléculas de este colorante son muy propensas a agregarse por ser planas, fendmeno que modifica su

coeficiente de absorbancia y, por lo tanto, el tono de azul que se observa. Esta consideracién es de vital

importancia para medir su concentracién mediante espectrofotometria (ver Anexo Ill — Curva de calibracion

de espectrofotometro).

Métodos

Elaboracion de particulas

El esquema del procedimiento llevado a cabo se observa en la figura 3.5, de acuerdo con protocolos

modificados de Cazado, Chatuverdi y Alp (Cazado, 2016) (Chaturvedi, 2011) (Alp, 2017). En la primera fase

acuosa el solvente fue agua destilada y el soluto fue el colorante azul de toluidina al 1,500 + 0,003 % m/v.
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El solvente de la fase oleosa fue cloroformo, el soluto fue PHBV a una concentracién del 5,00 + 0,05% m/v, y

el surfactante Span 80 a una concentracién

del 3,00 + 0,04% m/v.

La primera emulsién estuvo compuesta por una proporcion 1:5 de la fase acuosa y la fase oleosa. El método

de emulsificacién fue por agitado manual y el uso de un lavador ultrasénico (marca Testlab, potencia 160 W)

durante 7 minutos. Como resultado se obtuvo una emulsién water-in-oil, referenciada como W / O.

PHBV disuelto en cloroformo +

surfactante Span 80

Azul de toluidina disuelto en agua

destilada

\

/

Agitado manual + bafio sonicado

l

Emulsién W/O

™~ /

Agua destilada + Surfactante (con valor de HLB

variable)

Agitado manual + bafio sonicado

'

Emulsién W/O/W

l

Evaporacion de solvente (calentamiento + agitacion)

Figura 3.5: flujo del procedimiento

Para la segunda emulsidn, la primera emulsién W;/0 actué como fase organica, ya que la fase continua es

cloroformo. La fase acuosa, denominada W,, se compuso de agua destilada y surfactante, que en este

experimento fue uno de los factores variables a observar, de acuerdo con lo observado en los trabajos de

Maia, Khoee y Sandrap, sobre su potencial influencia en el tamafio de las particulas formadas (Maia, 2004)

(Khoee, 2009) (Sansdrap, 1993). Se probaron 6 tipos de surfactantes con distinto balance hidrofilico-lipofilico

(HLB) con 3 concentraciones diferentes, generando un experimento de tipo bloque cruzado (tabla 3.3)
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Tabla 3.3: disefio del experimento tipo bloque cruzado

Condiciones del surfactante Valor de HLB del surfactante

de la fase W, 80|96 11,8 | 13,9 | 15,0 | 16,8

1| Wop | Was | Waz | Woio | Wais | Wae

W, | Wos | Was | Woar | Waaa | Waay

Concentracion
del surfactante
(%)

w

5 | Was | Wag | Wae | Wara | Wats | Wais

La segunda emulsién se logré colocando una proporcién 1:5 de la fase acuosa (variable) y la fase oleosa. El
método de emulsificacién también fue por agitado manual y el uso de un lavador ultrasénico (marca Testlab,

potencia 160 W) durante 7 minutos.

Finalmente, la evaporacién del solvente se logré agitando la emulsién a 1400 rpm durante 4 horas a una

temperatura de 30°C.

Caracterizacion de particulas obtenidas

En las 18 muestras se observaron los tamafios de las gotas de emulsién antes de la evaporacién del solvente,
y los tamanfios de las particulas formadas luego de la evaporacién del cloroformo con el objetivo de analizar
tamafio medio, dispersidn de tamanio, y discutir si los tamafios de las gotas podria ser un punto de control de
calidad intermedio en el proceso de elaboracién. Estas tareas fueron realizadas empleando un microscopio
Optico con un lente objetivo de 100X, siendo una técnica apropiada para determinar tamafios de particulas

del orden del microén (figura 3.6.A) (Cazado, 2016).

Para obtener los datos experimentales se acudié a un procesamiento digital de las imagenes captadas por el
microscopio utilizando el software FIJI® (figura 3.6.B). El procesamiento consistié en un acondicionamiento de
cadaimagen para luego poder aplicar exitosamente el algoritmo de deteccién de circulos “Analizar particulas”
ofrecido por el programa (figura 3.7). La rutina Analizar particulas de FIJI® requiere que la imagen sea binaria:

es decir, que los circulos o particulas a analizar sean negros y el fondo blanco, o viceversa.
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Figura 3.6: figura 3.6.A: captura de las particulas observadas a través de un microscopio con una

magnificacion de 100X. Figura 3.6.B: superposicion de la captura en microscopio y los circulos detectados
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_ original e imagen de
e imagen de contornos

contornos

Figura 3.7: secuencia del acondicionamiento de imdagenes

El andlisis de los didametros de las gotas y las particulas se realizé a partir del disefio de bloque cruzado. Los

pardmetros analizados para describir la dispersion de tamafio de cada muestra fueron:

Diametro medio: promedio de didmetros de las gotas y de las particulas de cada muestra. El didmetro se

calculé a partir del area de los circulos detectados por el algoritmo.
Desviacion estandar: medida de dispersién de los valores respecto al valor medio.

Error estandar del diametro medio de una muestra: este error se definié como el cociente de la desviacion

estandary la raiz cuadrada de la cantidad de particulas detectadas en esa muestra(datos).

Percentil 10% y percentil 90%: el percentil X% de una poblacidn es la funciéon acumulada de probabilidad, y
son parametros Utiles para evaluar la distribucién de tamafio de la muestra, ya que manifiesta qué porcentaje
de particulas poseen un diametro menor a estos valores. En este caso, se observaron los percentiles 10% y

90% a fin de establecer un indicador de la dispersién de tamafios lograda en cada proceso.

Medicion de eficacia de encapsulamiento y ensayo de liberacion

Un sistema de liberacion controlada que se convierta en un producto comercial debe tener una precisa

caracterizacion de su perfil farmacocinético, y debe demostrar que su perfil de liberacidon aporta una mejora
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respecto al tratamiento convencional y que es seguro y eficaz. Por este motivo, es imperativo disefar e

implementar un correcto método para medir la liberacion del agente encapsulado (Holowka, 2014).

Como es posible que se produzca el efecto rafaga en el ensayo de liberacién, resulta indispensable poder
monitorear los primeros minutos del proceso, por lo que el método de observacidon debe ser accesible e

inmediato.

Las herramientas utilizadas en la bibliografia consultada para medir eficacia de encapsulamiento y liberacion
del agente incluyen técnicas de absorcidn ultravioleta y espectrofotometria (Sendil, 1999) (Riekes, 2011) (Yang
C. P., 2009) (Freiberg, 2004) (Khoee, 2009) (Monnier, 2016). Calibrando correctamente estos instrumentos se
puede obtener la concentracion en el medio de liberacion del agente deseado, y asi poder analizar su variacion

en un determinado lapso.

Espectrofotometria

Un espectrofotdmetro es un equipo que hace pasar un haz de luz monocromatico sobre la muestra y calcula

su absorbancia, es decir, la cantidad de luz absorbida por ella (ecuacién 3.3)
A= —log— Ecuacion 3.3

Donde A es la absorbancia, |, es la intensidad del haz de longitud de onda emitido, e I; es la intensidad del haz

de longitud de onda transmitido a través de la muestra.

La ley de Beer-Lambert relaciona la absorbancia medida y la concentracion del soluto en cuestién (ecuacion

3.4):
A=—logt=leC Ecuacién 3.4
(0]

Donde L es la longitud del camino dptico (longitud de la cubeta donde estd colocada la muestra, en
centimetros), € es el coeficiente de absorbancia del soluto en el medio analizado, y C es la concentraciéon molar
del soluto en la solucidn. Esta ecuacidn nos permite saber la concentracién de un soluto conocido, luego de

obtener el valor de absorbancia en el espectrofotdmetro.

La principal limitacién de este método es que el valor de absorbancia que mide el espectrofotometro no
siempre puede considerarse un resultado valido, y es necesario realizar previamente una curva de calibracion.
El objetivo de este procedimiento no solo es relacionar y predecir la respuesta del espectrofotémetro respecto
a la concentracion del analito, sino también definir el intervalo de trabajo en el cual los resultados tienen una

precisién y exactitud conocidas y documentadas.
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En primer lugar, para elaborar la curva de calibracion, es una buena practica considerar los valores de
absorbancia entre 0,05 y 0,9 y asi descartar los limites de deteccién del equipo para obtener una curva

aceptable (ver Anexo Ill — Curva de calibracion de espectrofotémetro).

A partir de la curva de calibracion obtenida, que debe realizarse luego de encender el equipo y comenzar a
medir, se obtiene una ecuacién que relaciona el valor de absorbancia con la concentracién de analito. En el
caso particular de este trabajo, azul de toluidina, se debe diluir controladamente cada muestra a analizar para

entrar en el rango valido de medicidn (ver Anexo Il — Curva de calibracion de espectrofotometro).

Medicién de eficacia de encapsulamiento y liberacién del colorante

La eficacia de encapsulamiento (EE) indica la cantidad de agente que fue cargado dentro de las particulas, en
relacion con la cantidad inicial. Para el caso del experimento realizado en este trabajo, resultaria a partir de la

siguiente relacién (ecuacion 3.5):

cantidad de azul de toluidina encapsulada

EE = x 100 Ecuacién 3.5

cantidad de azul de toluidina total

La cantidad de azul de toluidina total se calcula a partir de la concentracion inicial que posee la fase acuosa de

la primera emulsién: 1,500 + 0,003 % m/v.

Para llevar a cabo la medicidn de la eficacia de encapsulamiento y de la liberacién del colorante in vitro es
necesario preparar las particulas y llevar a cabo un protocolo para el ensayo. Se toman los protocolos utilizados
por Farago y Bazzo para estas caracterizaciones como referencia (Bazzo, 2012) (Farago, 2008). Luego de la
evaporacion del solvente, se lavan las particulas con agua destilada y se centrifugan a 5000 rpm durante 10
minutos para poder recolectarlas. Las particulas recolectadas se pesan y se disuelven en cloroformo para

extraer el polimero y proceder a medir la cantidad de colorante final.

Para realizar la medicion de liberacién de colorante se propone seguir la técnica de didlisis estudiada por
D’Souza, utilizando un sistema comercial Float-A-Lyzer® con un tamafio de poro que permita Unicamente la

difusién de las moléculas de azul de toluidina (D'Souza, 2005).

En la figura 3.8 se ilustra como debe montarse el sistema dializador en un vaso de vidrio transparente. El medio
de liberacién donde se suspenden las particulas y hacia donde migra el colorante por fuera del dializador debe
ser una solucidon buffer con un valor de pH de 6,8, y siempre se debe asegurar una temperatura de 37 + 1°C.

El agitador magnético tiene como objetivo homogenizar el medio (Bazzo, 2012).
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Float-a-Lyzer

E;;z%%???% Tapa sellada

Membrana de dialisis cilindrica
(particulas suspendidas en la solucion
buffer en su interior)

Base pre-sellada

Tubo exterior con solucién buffer

Agitador magnetico

Figura 3.8: ilustracion del sistema a montar para realizar el ensayo de liberacion (D'Souza, 2005)

La prueba empieza cuando el dializador conteniendo las particulas con colorante se sumerge en el vaso. En

ese momento inmediato, se inicia la agitacion y el control del tiempo transcurrido.

El esquema de intervalos de mediciéon que se propone en este trabajo es: una muestra cada 30 minutos
durante las primeras 5 horas; luego una medicién a las 8 horas, y a continuacion un esquema de mediciones

cada 24 horas durante una semana (Bazzo, 2012).
El procedimiento para tomar las muestras es el siguiente:

1) Cuando se cumpla el tiempo especificado, se debe retirar con una jeringa una alicuota de una zona a
una distancia media entre la superficie y la parte superior del canastillo, y a no menos de 10mm de la
pared del vaso.

2) Reemplazar el volumen retirado para el analisis por un volumen igual del medio a 37,0°C.

3) Medir la concentracion de colorante en la alicuota tomada con espectrofotometro

Al finalizar el experimento se contara con 18 mediciones que permitirdn analizar el perfil de liberacién del

colorante.

Limitaciones

En cuanto al analisis de tamafio de las gotas de emulsidn y particulas, por el método de caracterizacion
propuesto y el protocolo de procesamiento de imagenes utilizado, no fue posible detectar particulas menores

a 3,60 um. Considerando que a partir de este método de elaboracion se han conseguido particulas de tamafo
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nanométrico (Freiberg, 2004), y que en algunos histogramas — que se muestran en la seccion Resultados de

este informe — la curva normal de didmetros se ve truncada y tendiendo hacia valores menores a 3,60 um, se

recalca que esta limitacién es una fuente de error para el calculo del valor medio y distribucién.

Al momento de realizacidon del experimento planteado no se contaba con un espectrofotémetro u otro

equipamiento para medir concentracion de un analito en solucidn. En el aiio 2022, el laboratorio adquirié un

espectrofotdmetro (modelo DLab SP-UV 1000), pero ya no se contaban con las particulas para poder medir la

eficacia de encapsulamiento del colorante ni realizar el ensayo de liberacién propuesto; por tal motivo, queda

como trabajo futuro profundizar los métodos y protocolos propuestos en la seccién Medicion de eficacia de

encapsulamiento y liberacion del colorante, y no se muestran los resultados de estos ensayos.

Resultados

Se pudieron obtener datos de gotas de emulsidn y particulas de las 18 muestras propuestas (ver Anexo IV —

Resultados completos del experimento). Los valores medios de diametro de las particulas formadas se

encuentran entre 20,5 + 0,6 um y 35,0 £ 1,1 um, y se presentan en la tabla 3.4 junto con los valores medios

de las gotas de emulsidn antes de la evaporacién del solvente.

Tabla 3.4: resultados de valores medios de las gotas de emulsidn y de los diametros de las particulas

obtenidas

Valores

Valor de HLB del surfactante

8,0 9,6 11,8 13,9 15,0 16,8
medios
Gotas Gotas Gotas Gotas Gotas
(um) Particulas Particulas Particulas Particulas |Gotas emulsion | Particulas Particulas
emulsion emulsién emulsion emulsion emulsién
% ;\? 440+0,2 | 279+0,1 | 38,9+0,1 [350+1,1 26,7+0,2 | 21,0+0,8 | 516+0,2 | 309+1,3 22,4+0,1 26,7+0,4 31,5+0,1 | 26,7+0,4
S g
E g 336+0,1 | 26,1+0,4 | 32,2+0,1 |27,1+0,5 21,8+0,1 | 2311+0,6 | 32,8+0,2 | 33,7+1,4 34,7+0,2 24,3+0,5 39,9+0,2 | 243+0,5
=
(8]
s 8
g § 293+0,1 | 27,1+0,4 | 27,3+0,1 |20,5+0,6 229+0,1 | 254+0,4 | 59,8+0,2 | 250+0,6 30,3+0,1 26,5+0,5 31,4+0,1 | 26,5+0,5
()

En la figura 3.9 se expone una comparacion de los histogramas de diametro de las gotas de emulsién W/0O/W,

y los didmetros de particulas de cada muestra.
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Figura 3.9: Histogramas comparativos de distribucion de tamafios de gotas de emulsion —histogramas

azules—vy de particulas formadas para cada muestra —histogramas naranjas—.

Discusion

El disefio tipo bloque cruzado es una herramienta sencilla para analizar el impacto de dos variables en los

resultados de un experimento. En este caso, se decididé analizar el impacto del HLB del surfactante y su

concentracién en el tamafio medio de las particulas y en la dispersion de tamafios, con las siguientes hipdtesis:

1) El aumento de la concentracidn del surfactante puede provocar una disminucién del tamafio medio de las

particulas formadas, ya que tiene la capacidad de evitar la coalescencia entre las gotas de la emulsion (tabla

3.4). Sin embargo, aumentar la concentracion de surfactante también genera un aumento en la viscosidad,
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por lo que deberia existir un punto critico en el cual aumentar la cantidad de surfactante por encima de ese

valor comienza a dificultar el proceso de formacion (Khoee, 2009).

2) Una mayor presencia de Tween en el surfactante de la segunda emulsién (mayor valor de HLB) puede
provocar que se formen particulas con un didmetro mayor, debido a que su grupo hidrofdbico es de menor
tamafio respecto a Span: si el extremo hidrofébico es mas pequefio respecto a la cabeza hidrofilica, la
repulsion entre los extremos de la molécula anfifilica se hace menor, y el agente pierde potencial para formar

micelas o gotas cada vez mds pequefias (Mitchell D. J., 1981).

Sin embargo, ninguna de estas hipdtesis pudo verificarse a partir de los resultados obtenidos del ensayo. La
Unica muestra que presenta una tendencia en linea con la hipdtesis numero 1 es la muestra de HLB = 9,6, en
la que se observa que el diametro medio de las particulas disminuye conforme se aumenta la concentraciéon
de surfactante, siendo la concentracidn critica del mismo probablemente mayor al maximo valor observado
(5%). Ademas, esta muestra también presenta esta correlacidn entre el valor medio de las gotas de la emulsion
y las particulas formadas, y se podria deducir también que, al evaporar el solvente, el tamafio medio de las

particulas disminuye conforme se aumenta la concentracion del surfactante.

La comparacién gréfica de los histogramas (figura 3.9) permite observar cualitativamente que, en todos los
casos, las curvas de dispersion se contraen al evaporar el solvente (diferencia entre las curvas de dispersion
de tamafio de gotas y dispersién de tamano de particulas); pero para las muestras con mayor concentracion

de surfactante, la contraccion de estos histogramas parece ser menor.

Segun la técnica empleada en este trabajo, el surfactante con valor HLB = 9,6 (Span 80 al 50% + Tween 80 al

50%) puede ser un buen agente para utilizar ya que permite:

- Observar los tamafios de las gotas de la emulsidén antes de la evaporacién del solvente, esto es, considerar

un punto de control durante el proceso de elaboracién, para predecir el tamafio final de las particulas;

- Controlar el tamafo medio de las particulas mediante la concentracidon de surfactante utilizado.

Sugerencias y trabajos futuros

Como se expuso en la seccidn Limitaciones, se dejan asentadas en este informe una serie de consideraciones
técnicas para realizar la medicion de la eficacia de encapsulamiento y realizar un ensayo de liberacion del

colorante modelo (azul de toluidina), y evaluar cdmo impacta el surfactante elegido para estabilizar la segunda
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emulsion también en estos aspectos. Ademas, queda pendiente evaluar sila liberacién del agente encapsulado

en este tipo de particulas poliméricas se adapta a algiin modelo tedrico tipico.

Segun la experiencia de este informe, se sugiere orientar los esfuerzos de investigacion en lograr encapsular
farmacos (para los cuales se requiera un mecanismo de liberacién controlada prolongada en el tiempo) y
evaluar aspectos de las particulas que influyan en el perfil de liberacién, con énfasis en la polidispersién de
tamafio de las particulas y en el porcentaje de copolimero HV — hidroxivalerato — del polimero PHBV utilizado

(Gursel, 1999).
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Capitulo 4 — Posibles aplicaciones de particulas de

PHBV

Un estudio de la OMS del afio 2003 habia revelado una cifra alarmante: en el tratamiento de enfermedades
cronicas, la adherencia de los pacientes a la medicacién prescrita era muy baja: aproximadamente un 50% de
adherencia en los paises desarrollados, y un peor panorama en paises de menor desarrollo. Los problemas de
adherencia provocan que no se alcancen los beneficios que estos medicamentos pueden aportar a la salud, y
se encontré que existia en todas las situaciones que dependen de la autoadministracion (World Health

Organization, 2003).

Aunque la adherencia de los pacientes al tratamiento depende de muchos factores - y es muy complejo de
analizar - en este contexto, minimizar la frecuencia de administracion de los farmacos mediante la fabricacion
de medicamentos de liberacidn controlada y prolongada, podria aportar enormes beneficios al tratamiento
de enfermedades crénicas como asma, hipertension, depresion, diabetes, VIH, tuberculosis, osteoporosis,

fibrilacion auricular, trasplantes de rifidn, y dependencia del tabaco u otras sustancias, entre otros (Losi, 2021).

Para tratamientos analgésicos o antiinflamatorios se observa que es posible retardar la liberacién de, por
ejemplo, ibuprofeno encapsuldandolo en particulas poliméricas. Esto podria ser Util para pacientes que sufren
artritis reumatoide: una afeccidon que se complica por la mafiana, cuando el cuerpo deja de liberar sustancias
guimicas antiinflamatorias provocando rigidez y dolor articular en este momento del dia en particular. En este
escenario, resulta interesante poder fabricar antiinflamatorios que puedan administrarse la noche anterior

pero que el nivel mdximo se alcance por la mafiana, cuando el paciente se despierta (Bazzo, 2012).

El Instituto Nacional del Cancer estima que en el afio 2022 habrd 1.918.030 nuevos casos y 609.360 personas
perderan la vida a causa de esta enfermedad, liderando la lista los casos de mama, préstata y pulmon (National
Cancer Institute, 2022). En la batalla contra este padecimiento, que es una de las principales causas de muerte
a nivel mundial, los medicamentos pueden resultar muy efectivos para atacar las células cancerigenas, pero
su aplicacidn exitosa es un gran desafio. En este campo, resulta util el disefio de medicamentos en escala
nanométricay sistemas dirigidos hacia el sitio de accidn, y las nanoparticulas poliméricas pueden aplicarse con

estos objetivos (Masood F. , 2016).

La elipticina, un compuesto obtenido de una planta muestra una actividad anticancerigena significativa contra
el tumor cerebral y el cancer de pulmdn. Su escasa solubilidad en agua complica su aplicacién clinica, pero

existe evidencia cientifica de que es posible encapsularlo en nanoparticulas poliméricas de PHBV con una
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eficacia de aproximadamente el 40% y aumentando la inhibicidn de las células cancerigenas gracias a la

vehiculizacion en tamafio nanométrico (Masood F. C., 2013) (Perveen, 2020).

Otro caso encontrado es el del 5-fluorouracilo (5-FU), un medicamento contra los canceres de colon mas
populares, pero con una vida media de 10 a 20 minutos y con altos efectos secundarios en el tracto
gastrointestinal y en la medula dsea. Se observa que este farmaco puede encapsularse en nanoparticulas de
PHBV (de aproximadamente 135nm de didmetro), disolviéndose en la fase organica de la emulsién, con una
eficacia de encapsulamiento de 43.86%. Se observa que la encapsulacidn de 5-FU en nanoparticulas es posible,

Y que esto podria disminuir los efectos secundarios del farmaco y reducir la dosis necesaria (Handali, 2020).

Para el tratamiento de la osteoporosis, que la padecen mas del 30% de las mujeres mayores de 65 afos, existe
una gran necesidad de desarrollar tratamientos mds efectivos: la terapia hormonal que reduce los sintomas
conlleva varios riesgos, como aumentar la incidencia de cdncer de mama u ovario, o el desencadenamiento
de accidentes cerebrovasculares (Scheithauer, 2015). La daidzeina, presente en diferentes plantas y
especialmente en la soja, tiene la capacidad de suprimir la actividad de los osteoclastos, y por lo tanto tratar
la osteoporosis al igual que lo hace el estrégeno, pero sin sus efectos adversos. Encapsular este compuesto en
microesferas de PHBV es posible, y permitiria sostener su liberaciéon durante un periodo de aproximadamente

3 dias (Scheithauer, 2015).

Se observa que otra aplicacién de las particulas de PHBV puede ser el tratamiento localizado a través de la
administracién transdérmica de medicamentos. El tratamiento transdérmico requiere la absorcion del
farmaco a través de las tres capas: el estrato cérneo, que es la capa mas externa de la epidermis, la dermis,
que es quien da la estructura mecanica, y la capa subcutdnea, que es la responsable de amortiguar y conservar
el calor. Uno de los mayores desafios en el desarrollo de un sistema eficaz es la transferencia del farmaco a
través del estrato corneo fuertemente estructurado cuando la piel no estd comprometida. La encapsulacion
de un farmaco en un vehiculo permite que el fdrmaco se difunda en la piel y se libere en las capas mas
profundas, utilizando los foliculos pilosos y las glandulas sudoriparas como canales de acceso. Las particulas
de PHBV de menos de 450 nm de didmetro parecen ser herramientas terapéuticas prometedoras para el
tratamiento dérmico localizado de enfermedades como, por ejemplo, la psoriasis (Eke, 2014). Ejemplos de
esta aplicacion pueden ser el encapsulamiento de acido fusidico en microesferas de PHBV, un agente
antibacteriano utilizado para para el tratamiento de infecciones de la piel causadas por bacterias de la familia
de estafilococos o estreptococos (Yang C. P., 2009), o de rifampicina y estreptomicina, antibidticos para tratar
infecciones graves en la piel como la ulcera de Buruli, para los que se requiere su administracién sistémica

diaria durante al menos 8 semanas (Mendes, 2022).
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En tratamiento tdpico para tratar el ojo seco causado por el sindrome de Sjogren, se observa que se ha logrado
encapsular Rapamicina en microparticulas de PHBV de didmetros entre 20 y 50 um que volverian mas efectivo
su efecto (Wang, 2019). Pero otros tantos tratamientos oftalmoldgicos tienen la contrapartida de ser muy
invasivos ya que se requieren inyecciones intraoculares periddicas, que aparte de ser dolorosas pueden
conducir a infecciones (Turbert, 2022). El Bevacizumab, por ejemplo, es un farmaco efectivo para tratar la
degeneracion macular himeda relacionada con la edad, la enfermedad ocular diabética y otros problemas de
la retina, pero que posee varias limitaciones como su corta vida media, su susceptibilidad a factores
ambientales, su hidrofilicidad y su alto peso molecular (De Negri, 2022). Su encapsulamiento en particulas
poliméricas podria ayudar a mitigar estas limitaciones, ademas de conseguir un tratamiento mas amable para

el paciente, que requiera una menor cantidad de inyecciones intraoculares (De Negri, 2022).

La lista de potenciales aplicaciones de este tipo de particulas podria seguir, ya que desde principios de la
década de 1990 que se estudia a esta familia de polimeros en esta area (Shrivastav, 2013). Sin embargo, el
desafio mds importante que aun debe superarse es su alto costo de produccién, que hace que su precio no

sea competitivo frente a otros polimeros de origen sintético (Elmowafy, 2019).
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Anexo | - Decreto N2150/1992

Normas para el registro, elaboracion, fraccionamiento, prescripcion, expendio, comercializacion, exportacion

e importacion de medicamentos. Ambito de aplicacion. Disposiciones generales
Bs. As., 20/1/92

VISTO: La Ley N2 16.463 y los Decretos N2 9763 del 2 de diciembre de 1964 y 2284 del 31 de octubre de 1991,

y

CONSIDERANDO: Que es necesario adecuar la reglamentacidn de las normas legales referidas al registro,
elaboracidn, prescripcién, expendio, comercializacidn, exportacién e importacién, con el objeto de
compatibilizar dichas actividades con las reformas estructurales que se estan produciendo a nivel econémico

y social.

Que en este marco y dadas las particulares caracteristicas del mercado de medicamentos, es necesario lograr

una mayor transparencia y competencia del mismo.

Que el presente decreto se dicta en uso de las facultades que son propias del poder ejecutivo nacional
reglamentando normas legales sancionadas en ejercicio del poder de policia propio del estado entendido este

en su mas pura expresion.

Que la salud de la poblacién debe ser tutelada por el estado, a cuyo fin debe dictar las normas necesarias para

cumplir con dicho cometido tendiendo a la custodia de tan alto interés social.

Que por lo tanto es conveniente que la poblacién pueda, una vez prescripto el medicamento por el profesional
en salud, optar libremente por las distintas especialidades medicinales o farmacéuticas existentes en el

mercado.

Que el ejercicio de tal libertad es el principal instrumento que impediria la formacién de monopolio y carteles

gue distorsionan el mercado y el acceso del pueblo a la salud.

Que la politica de desregulacion iniciada por el gobierno nacional hace necesario determinar el alcance de las
normas contenidas en el Decreto N22284/91 En relacion con las actividades de produccion, elaboracion,

comercializacion, comercio exterior y afines de medicamentos y especialidades medicinales o farmacéuticas.
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Que el presente se dicta en uso de las atribuciones conferidas en el articulo 86, inciso 22 de la Constitucion

Nacional.
EL PRESIDENTE DE LA NACION ARGENTINA DECRETA:
CAPITULO I: AMBITO DE APLICACION

Articulo 12 — El presente Decreto se aplicara el registro, elaboracion, fraccionamiento, prescripcion, expendio,
comercializaciéon, exportacion e importaciéon de medicamentos. A los fines del presente Decreto se adoptan
las siguientes definiciones: a) Medicamentos: Toda preparacion o producto farmacéutico empleado para la
prevencion, diagndstico y/o tratamiento de una enfermedad o estado patoldgico, o para modificar sistemas
fisioldgicos en beneficio de la persona a quien se le administra. b) Principio activo o droga farmacéutica: Toda
sustancia quimica o mezcla de sustancias relacionadas, de origen natural o sintético, que poseyendo un efecto
farmacoldgico especifico, se emplea en medicina humana. c) Nombre genérico: Denominacion de un principio
activo o droga farmacéutica o, cuando corresponda, de una asociacién o combinacién de principios activos a
dosis fijas, adoptada por la autoridad sanitaria nacional o, en su defecto, la denominaciéon comun internacional
de un principio activo recomendada por la organizacion mundial de la salud. d) Especialidad medicinal o
farmacéutica: Todo medicamento, designado por un nombre convencional, sea o no una marca de fabrica o
comercial, o por el nombre genérico que corresponda a su composicion y expendio, de composicion
cuantitativa definida declarada y verificable, de forma farmacéutica estable y de accidon terapéutica

comprobable.
CAPITULO II: REGISTRO DE MEDICAMENTOS AUTORIZADOS

Art. 22 — La comercializacidn de especialidades medicinales o farmacéuticas en el mercado local estaria sujeta
a la autorizacion previa de la autoridad sanitaria nacional. Las especialidades medicinales o farmacéuticas
autorizadas para su expendio en el mercado nacional serian las inscriptas en un registro especial en el
MINISTERIO DE SALUD Y ACCION SOCIAL, de acuerdo a las disposiciones del presente decreto y su
reglamentacion. Prohibese en todo el territorio nacional la comercializacidon o entrega a titulo gratuito de
especialidades medicinales o farmacéuticas no registradas ante la autoridad sanitaria, salvo las excepciones

gue de acuerdo a la reglamentacién disponga la autoridad sanitaria.

Art. 32 — Las solicitudes de inscripcidon al Registro de Especialidades medicinales o farmacéuticas autorizadas,
deberan incluir la siguiente informacién con cardcter de declaracion jurada: a) del producto: nombre
propuesto para el mismo; férmula (definida y verificable); forma o formas farmacéuticas en que se presentar3;
clasificaciéon farmacoldgica, haciendo referencia al nimero de cddigo —si existiere— de la clasificacion
internacional de medicamentos de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS); condicién de expendio; b)

informacién técnica: método de control; periodo de vida util; método de elaboracién en conformidad con las
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practicas adecuadas de fabricacion vigentes; datos sobre la biodisponibilidad del producto; c) proyectos de
rotulos y etiquetas que deberdn contener las siguientes inscripciones: nombre del laboratorio, direccion del
mismo, nombre del Director Técnico, nombre del producto y nombre genérico en igual tamafio y realce,
formula por unidad de forma farmacéutica o porcentual, contenido por unidad de venta; fecha de
vencimiento, forma de conservacion y condicion de venta, nimero de partida y serie de fabricacién; y leyenda
"MEDICAMENTO AUTORIZADO POR EL MINISTERIO DE SALUD Y ACCION SOCIAL, CERTIFICADO N9; d)
proyectos de prospectos que reproducirdn: las inscripciones no variables de los rétulos y etiquetas; la accidn
o acciones farmacoldgicas y terapéuticas que se atribuyen al producto con indicaciones clinicas precisas y con
advertencias, precauciones y, cuando corresponda, de antagonismos, antidotismos e interacciones
medicamentosas y de los efectos adversos que puedan llegar a desencadenar, posologia habitual y dosis
maximas y minimas, forma de administracion, presentaciones; e) en el caso de especialidades medicinales o
farmacéuticas importadas de los Paises incluidos en el Anexo Il que forma parte integrante del presente,
ademas de la informacion requerida en los incisos precedentes, deberd acompafiarse un certificado de la
autoridad sanitaria del pais de origen, emitido de conformidad a la resolucion W.H.A.41.18.1988 de la
Asamblea Mundial de la Salud, o la que la sustituya. Asimismo, la elaboracién de dichas especialidades
medicinales o farmacéuticas deberan ser realizadas en laboratorios farmacéuticos cuyas plantas resulten
aprobadas por Entidades Gubernamentales de Paises consignados en el Anexo | del Decreto N2150/92 o por
la SECRETARIA DE SALUD del MINISTERIO DE SALUD Y ACCION SOCIALy que cumplan los requisitos de normas
de elaboracién y control de calidad, exigidos por la autoridad sanitaria nacional. La verificacion de las plantas
elaboradoras sera efectuada por la SECRETARIA DE SALUD del MINISTERIO DE SALUD Y ACCION SOCIAL dentro
de los SESENTA (60) dias de presentada la solicitud de inscripcidn respectiva. Los medicamentos a importarse
desde Paises incluidos en el Anexo Il al presente deberdn estar autorizados y comercializandose en los paises
de origen, en forma previa a su solicitud de registro o importacién ante la autoridad sanitaria nacional. La
integracion de los Paises en la ndmina de dicho Anexo, no habilitarad a terceros paises a solicitar su inclusion
dentro del mismo, en virtud de cldusulas de Nacién mas favorecida, instituida por convenios internacionales

suscriptos por nuestro pais. (Expresidon "...Los gastos que insuman las inspecciones de las plantas seran
sufragados en su totalidad por la citada Secretaria con el fondo correspondiente a los aranceles del Registro
de Especialidades Medicinales...", derogada por art. 1° del Decreto N°1528/2004 B.O. 3/11/2004). A partir de
la presentacién de la solicitud de inscripcion de la especialidad medicinal, el MINISTERIO DE SALUD Y ACCION
SOCIAL tendra un plazo de CIENTO VEINTE (120) dias corridos para expedirse, con excepcién de los casos
encuadrados en los regimenes de los articulos 42 y 52 del presente decreto. En el caso de solicitudes de
Registro de importacion de especialidades medicinales elaboradas en los Paises incluidos en el Anexo Il al

presente, dicho plazo serd considerado a partir de la verificacién de la planta elaboradora. El régimen del

presente articulo serd comprensivo para: 1) las solicitudes de registro de especialidades medicinales a
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elaborarse en nuestro pais y aquellas a importarse de Paises incluidos en el Anexo Il que resulten similares a
otras ya inscriptas en el Registro; y Il) las solicitudes de registro de especialidades medicinales a elaborarse en
nuestro pais, autorizadas para su consumo publico en al menos uno de los paises que integran el Anexo | del
Decreto N2150/92 aun cuando se tratara de una novedad dentro del registro de la autoridad sanitaria. El plazo
de vigencia de la autorizacién de acuerdo al articulo 72 de la Ley N216.463, podrd ser prorrogado a su término,
cuando se otorgara la reinscripcion del producto, mediando solicitud del interesado a tal efecto. (Articulo

sustituido por art. 12 del Decreto N2177/1993 B.0O. 17/02/1993)

Art. 42 — Las especialidades medicinales autorizadas para su consumo publico en el mercado interno en al
menos uno de los paises que se indican en el Anexo | del presente decreto, podran inscribirse para su
importacion en el Registro de la autoridad sanitaria nacional. Dicha inscripcién tendrd caracter automatico,
debiendo el interesado presentar la certificacién oficial vigente de dicha autorizacidn, la documentacion
indicada en los incisos c) y d) del articulo precedente, los datos referidos a la biodisponibilidad. Los registros
efectuados bajo el régimen de este articulo, se otorgardn solo para la importacidon y comercializacién en el
pais, de dichas especialidades medicinales. El registro de las especialidades medicinales similares o
bioequivalentes a las que se importen por el presente articulo y que quieran elaborarse localmente y
comercializarse en el pais, debera efectuarse conforme al régimen establecido en el ARTICULO 32 del presente

decreto. (Articulo sustituido por art. 22 del Decreto N21890/1992 B.O. 20/10/1992)

Art. 52 — Tratdndose de solicitudes de inscripcidn de especialidades medicinales que se presenten al Registro,
para: a) elaborarse por la industria local y que fueran una novedad en nuestro pais, salvo la excepcidn prevista
en el articulo 32 para aquellas especialidades autorizadas en algln/os de los Paises del Decreto N2150/92; b)
importarse de un Pais del Anexo Il al presente y cuando la especialidad, si bien autorizada y consumida en el
pais de origen, no tuviera similares inscriptos en el Registro de la autoridad sanitaria nacional; c) importarse
siendo productos manufacturados en paises no incluidos en el Anexo | del Decreto N2150/92 ni en el Anexo Il
del presente y no estuviesen autorizados para ser consumidos en alguno de los paises del Anexo | del Decreto
N2150/92; Deberdn acompafiar para su tramitacion la informacion requerida por el Articulo 32 y la
documentacién que acredite la eficacia y la inocuidad del producto para el uso propuesto. (Articulo sustituido

por art. 22 del Decreto N2177/1993 B.O. 17/02/1993)

Art. 62 — El Ministerio de Salud y Accién Social, establecera y publicara: a) El listado de medicamentos
genéricos autorizados, clasificados farmacolégicamente, con indicacién de sus formas farmacéuticas,
contenido y composicion dentro de los CUARENTA Y CINCO (45) dias de la publicacion del presente Decreto.
b) El listado de especialidades medicinales, registradas, agrupadas segun el listado de genéricos autorizados,
dentro de los SESENTA (60) dias de la publicacién del presente. En el caso de medicamentos que sean una

asociacién o combinacién de diversos componentes o drogas, el MINISTERIO DE SALUD Y ACCION SOCIAL
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determinaria las correspondencias con la o las denominaciones por nombre genérico. CAPITULO Ill:

PRODUCCION, ELABORACION Y FRACCIONAMIENTO DE DROGAS Y MEDICAMENTOS

Art. 72 — Los establecimientos dedicados a la produccion o fraccionamiento de medicamentos y de drogas
destinadas a ser utilizadas en la preparacién de medicamentos deberdn: a) funcionar bajo la direccién técnica
de profesionales universitarios farmacéuticos o quimicos u otros profesionales con titulos habilitantes, segun
la naturaleza de los productos. b) disponer de locales e instalaciones adecuados a la naturaleza de los
productos a fabricar o fraccionar. c) disponer de equipos y elementos de prueba normalizados para el ensayo,
contralor y conservacién de los productos. e) asegurar condiciones higiénico-sanitarias de acuerdo con las
necesidades y requisitos de los procesos de elaboracién o fraccionamiento. f) respecto a las drogas que
determine la reglamentacién del presente, llevar los libros de fabricacién, control y egreso y protocolos por
partida, conservando la documentacién, y suministrar al Ministerio de Salud y Accién Social informacion sobre
existencias y egresos. g) entregar Unicamente drogas o medicamentos a personas fisicas ideales habilitadas
para su utilizacidn, tenencia, o expendio al publico, tomando en todos los casos los recaudos necesarios que

justifiquen su destino asegurado.

Art. 82 — El o los titulares de los establecimientos y el director técnico seran igual y solidariamente

responsables del cumplimiento de los requisitos establecidos en el articulo precedente.

Art. 92 — El director técnico de los establecimientos indicados en el presente capitulo debera: a) practicar los
ensayos y comprobaciones para determinar la pureza de los productos y continentes que se utilicen en los
procesos de elaboracion o fraccionamiento, siendo responsables de su calidad y adecuacién, debiendo
proveer a la eliminacién de los que reunan las cualidades exigibles. b) ensayar los productos elaborados,
siendo responsable de que los mismos se ajusten a las especificaciones de los productos autorizados. c)

proveer a la adecuada conservacién de las drogas y de los productos elaborados o fraccionados.
CAPITULO IV: PRESCRIPCION Y EXPENDIO DE MEDICAMENTOS

Art. 10. — Declarase obligatorio el uso de los nombres genéricos: a) en todos los textos normativos, inclusive
registros y autorizaciones relativas a la elaboracién, fraccionamiento, comercializacion o importacion de
medicamentos; b) en rétulos, prospectos o cualquier documento utilizado por la industria farmacéutica para
informacién médica o promocidn de las especialidades medicinales; c) en las adquisiciones que sean realizadas
por o para la Administracion Publica Nacional. Los profesionales autorizados a prescribir medicamentos,
podran optar libremente por hacerlo por el nombre genérico o la marca comercial del producto. (Articulo
sustituido por art. 32 del Decreto N2 177/1993 B.O. 17/02/1993) (Nota: Por art. 62 del Decreto N2177/1993
B.0. 17/02/1993, se establece que lo dispuesto en los incisos a), b) y c) del presente articulo regira a partir del

15 de marzo de 1993".)
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Art. 11. — Los centros de expendio de medicamentos deberan ofrecer al publico las especialidades
medicinales que correspondan a cada nombre genérico prescripto, segun el listado indicado en el inciso b) del

Articulo 69, el que deberd estar a disposicion del publico indicando los precios de venta, en lugar visible.

Art. 12. — En los rétulos de los medicamentos registrados ante el MINISTERIO DE SALUD Y ACCION SOCIAL se
deberd, dentro del plazo de CIENTO OCHENTA (180) dias corridos de la publicacion del presente, incorporar,
cuando se comercialicen con el nombre de fabrica o comerciales, los nombres genéricos en igual tamafio y

realce.

Art. 13. — Autorizase la venta de medicamentos a granel y en envase de tipo hospitalario a las farmacias que
cuenten con laboratorio acreditado ante la autoridad sanitaria, y el fraccionamiento por parte de estas para

su expendio comercial.
CAPITULO V: COMERCIO EXTERIOR

Art. 14. — Autorizase a laboratorios, droguerias, farmacias, obras sociales con farmacias propias y a
organismos publicos de salud que los soliciten, aimportar aquellas especialidades medicinales o farmacéuticas
inscriptas en el registro de la autoridad sanitaria nacional. El importador debera contar laboratorios de control
de calidad propios debidamente equipados y con un Director Técnico universitario, farmacéutico con titulo
habilitante, quien asegurarad las condiciones higiénico-sanitarias, de calidad y acondicionamiento, eliminando
los productos que no rednan las cualidades exigibles por la autoridad sanitaria. El importador y el Director
Técnico serdn igual y solidariamente responsables. La importacidn de especialidades medicinales sélo podra
efectuarse a través de la delegacién de la Capital Federal de la ADMINISTRACION NACIONAL DE ADUANAS. La
SECRETARIA DE SALUD del MINISTERIO DE SALUD Y ACCION SOCIAL podra autorizar, a tal efecto, a otras
delegaciones del referido Organismo. (Articulo sustituido por art. 42 del Decreto N2 177/1993 B.O.
17/02/1993)

Art. 15. — Los importadores podran reenvasar productos a granel para su expendio y venta siempre que la
unidad minima de reempaque respete la hermeticidad del continente de origen. El fraccionamiento debera

realizarse en laboratorios con arreglo a las normas vigentes.

Art. 16. — Laimportacién de medicamentos clasificados como psicotrdpicos o estupefacientes en la modalidad
de acondicionados para su venta al publico debera cumplir con las Disposicion N2 38 del 8 de noviembre de
1990 de la ex SUBSECRETARIA DE ADMINISTRACION DE SERVICIOS Y PROGRAMAS DE SALUD vy la Resolucién
N23329/91 del MINISTERIO DE SALUD Y ACCION SOCIAL.

Art. 17. — Liberase la exportacion de especialidades medicinales y otros productos de la industria

farmacéutica. Derdgase el Decreto N232.128/44.

54



DISPOSICIONES GENERALES

Art. 18. — Las infracciones al presente decreto y a las normas que se dicten en su consecuencia, seran

sancionadas conforme lo previsto en la Ley N216.463.

Art. 19. — Derdganse el decreto N2908/91 vy los articulos 3¢, 99, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22,23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 36 y 40 del decreto N29763/64.

Art. 20. — La SECRETARIA DE SALUD del MINISTERIO DE SALUD Y ACCION SOCIAL, seré la autoridad de
aplicacion del presente Decreto. En materia de registro, importacidn, exportacidon y comercializacidn, ejercera
dicha facultad conjuntamente con la SECRETARIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO del MINISTERIO DE ECONOMIA
Y OBRAS Y SERVICIOS PUBLICOS, sin perjuicio de las atribuciones propias de la SECRETARIA DE SALUD en
materia del control y fiscalizacidn sanitaria comprendidas en dichas actividades. (Articulo sustituido por art.

59 del Decreto N21890/1992 B.0. 20/10/1992)

Art. 21. — El cumplimiento de los requisitos exigidos por el presente Decreto seria condicidn suficiente para

realizar las actividades mencionadas en el Articulo 12 de la Ley N2 16.463.

Art. 22. — El presente decreto entrard en vigencia a los TREINTA dias (30) corridos de su publicacion en el
Boletin Oficial. Durante este periodo las autoridades de aplicacién deberan proceder a la reglamentacion de
sus aspectos mas relevantes para el resguardo de la salud de la poblacién y el normal funcionamiento del

mercado.

Art. 23. — Comuniquese, publiquese, dése a la Direccidon Nacional del Registro Oficial y archivese. — MENEM.
— Julio C. Ardoz. — Domingo F. Cavallo. (Nota: Por art. 12 del Decreto N2968/1992 B.0O. 19/06/1992, se
dispone que los plazos contenidos en el presente Decreto "se contaran a partir de la fecha de la publicacién
en el Boletin Oficial de la reglamentacion realizada por la Resolucién Conjunta N2470/1992 y N2 268/1992 de
los MINISTERIOS DE ECONOMIA Y OBRAS Y SERVICIOS PUBLICOS y de SALUD Y ACCION SOCIAL,
respectivamente". La fecha de entrada en vigencia del presente, por su parte, se mantiene a todos sus efectos.

Dicha Resolucién Conjunta fue publicada en el Boletin Oficial del 20/04/1992.)
ANEXO |

ESTADOS UNIDOS, JAPON, SUECIA, CONFEDERACION HELVETICA, ISRAEL, CANADA, AUSTRIA, ALEMANIA,
FRANCIA, REINO UNIDO, PAISES BAJOS, BELGICA, DINAMARCA, ESPARNA, ITALIA.

ANEXO Il (Anexo sustituido por Res. Conj. N° 452/2014 y N° 1227/2014 del Ministerio de Economia y Finanzas
Publicas y del Ministerio de Salud, B.O 13/08/2014)
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COMMONWEALTH DE AUSTRALIA, ESTADOS UNIDOS DE MEXICO, REPUBLICA FEDERATIVA DE BRASIL,
REPUBLICA DE CUBA, REPUBLICA DE CHILE, REPUBLICA DE FINLANDIA, REPUBLICA DE HUNGRIA, IRLANDA,
REPUBLICA POPULAR CHINA, GRAN DUCADO DE LUXEMBURGO, REINO DE NORUEGA, NUEVA ZELANDIA,
REPUBLICA DE LA INDIA.
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Anexo Il — Circular ANMAT MED-NAN 001-00

LT =< ES N PRLNC RN N W O ]

ANMAT-MED-NAN

001-00

VISTO la Ley N° 6 16.463, sus Decretos Reglamentarios N° 9763/64, 150/92
(texto ordenado 1993), 1490/92, la Disposicion ANMAT N° 5735/96, sus
complementanias v modificatonias comespondientes; v

CONSIDERANDO:

e la aplicacion de nanotecnologia en areas de la salud se provecta como un
tema de gran impacto.

Chie el uso de instrumentos de disefic namotecnologico para el diagnostice,
tratamiento y prevencién de enfermedades abarca varias reas de aplicacion en salud:
liberacion de droga, terapéutica, imagen, diagnostico. biomateriales e implantes.

(e enfre las categorias de productos nanoctecnologicos con  abordaje
terapéutico se encuentran: los liposomas, nanocnstales. polimeres, nancemulsiones v

nanoparticulas enfre ofros.

Chie, el desarrollo de mstrumentos nanotecnoldgicos aplicados a la terapéutica
son usados para mejorar: la solubilidad del IFA (p. ej.: micelas y nanoparticulas), para
guiar el IFA a la localizacion deseada de accion imcrementando su precision (p. ).
liposomas), para controlar la liberacion del IFA (p. ). nanoparticulas v hposomas) y
para mcrementar el transporte del IFA a través de las membranas biclogicas (p. g).
mucelas ¥ nanoparticulas).

(e la nanomedicing comprende a los matenales disefiados en escala
nanoméfrica cuva estruchura le confiere propiedades terapéuticas particulares. Las
nanomedicings mcluven nanofarmacénticos (plataforma de liberacion de drogas),
nanodiagnosticos (nsados para Imagen y diagnostico), nanoterasnosticos (combinacién
de uso trapeéutico vy diagnostice) v los nanobiomateriales (usados en los implantes
médicos).

Qe los nanofarmacénticos son sistemas especificaments disefiades a escala
nanométrica para liberar una molécula terapéuticamente activa, que incluye sistemas de
liberacion de droga basados en nanoparticulas (liposomas, micelas, lipidos
nanopariculados, nanoparticulas proteicas, nanopartculas poliméncas), conjugados con
polietilenghcol o nanocristales

Chie, entre las nanomedicinas, los nanofarmacéuticos son predominantes y
representan el 73%: de medicamento aprobados con esa tecnologia.

Qe el principal objetivo de las plataformas de liberacion de IFA mencionadas
anteriormente es mejorar la farmacocinética, la eficacia v seguridad del IFA para
optimizar el tratamiento de enfermedades que cormientemente no pueden ser alcanzadas
con formmlaciones convencionales.

Cue para los gquimicos v formulaciones convencionales existe un ampho
conocimiento ¥ sélido entendimiento de la interaccion de las clases moleculares.
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Che la demostracion de equvalencia enfre especialidades medicinales de
disefic convencional resulta adecuwado dado que su estruchura molecular, su sintesis
quimica y su procedimiento de fabmcacion se encuentran bien defimdos ¥y
caractenizados.

Que, por el contranio, los sistemas de iberacion de I[FA de disefio nanométrico
requieren de procesos de elaboracion finamente ajustades de los cuales dependen sus
cualidades distintivas como son el tamafio y la forma y por consiguiente su eficacia y
seguridad

Cme vanaciones en el proceso de manufacthura y en la formmlacion puede
resultar en wn producto con diferentes propiedades fisico quimicas como por ejemplo
cambios en el tamanio, dismbucion del tamafio. propiedades de la superficie, carga de la
droga y perfiles de hiberacion, agregacion y estabilidad.

CQue las modificaciones mencionadas pueden traducirse en diferencias en la
relacion droga libre/droga asociada, efectos farmacologicos, especificidad en la
mieraccion producto/célula, iodismbucion, llegada al 6rgano blanco, nmmmogemicidad
y toxicidad

Chie existen diferencias sustanciales entre el matenal disefiado a escala
nanomeétnca v aquel disefiado a escala convencional tante desde su conocimiento como
desde el aspecto del analisis v evaluacion lo que genera incerfidumbre en cuanto a
segunidad v eficacia

Que, en el proceso de aprobacion de los productos medicinales de disefio
nanotecnologico como soportes de liberacion del IFA, las agencias regulatonas como
FDA y EMA han aplicado los marcos regulatonios radicionales de ensayos pre-climicos
v clinicos usando prncipios establecidos de analisis riesgo/beneficio, mas que solo
sobre aspectos tecnologicos.

Que cualquer categoria de los productos medicmales regulados por la
ANMAT podrian ncorporar nanotecnologia en su procese de mamifachura.

CQue la complejidad estuctural de estos sistemas de liberacion de disefio
nanomeétnico hace la existencia de normativas establecidas para las especiahidades
medicinales convencionales insuficiente en cuanto a descnibir sus caractenzaciones
moleculares, micToscopicas v fisico-quimicas.

Qe los procesos de evaluacion para leos productos nanosmmilares mcluyen un
ejercicio de comparabilidad gradual de la calidad segundad y eficacia entre un
producto comparador de referencia y el producto que se pretende registrar.

Cmue se hace necesario especificar los requisitos cientificos y técmicos

requenidos para demostrar en forma fehaciente la eficacia v segunidad de productos
medicinales con plataforma de biberacion en escala nanometrica.

Por allo,
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El ADMINSTRADOR NACIONAL DELA ADI'-{I'_"TIS'I'R_.-EC:IGN NACIONALDE
MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA
DISPONE:

Art.1%: Adoptense las definiciones sobre especialidades medicinales disefiadas com
tecnologia nanometrica las que figuran en el Anexo I de la presente disposicion y es
parte ntegrante de la misma

Art. 1% Aprébanse los requisitos y lineamientos para el registro de especialidades
medicinales disefiadas a escala nanoméfrica cuya composicién cualicuantativa,
plataforma de liberacion, indicacion terapeéutica y via de admimistracion propuesta
tienen antecedentes en ofras especialidades medicinales disefiadas a escala nanometrica
ante esta Admumistracion u ofras Agencias Samtanas Peguladoras perteneciente a
alguno de los paises del Anexo I del Decreto 150/92, de las que existe evidencia de
comercializacion efectiva y suficiente caractenizacion de su perfil nesgo/beneficio.

Art. 3% Establécese que a fin de dar cumplimiento a lo dispuesto en el articulo 2° de la
presente, el solicitante debera presentar toda la documentacion requenda en el articulo
3% del Decreto 130/92, con caracter de declaracion jurada, conpuntamente con los
resultados de los ensayos que se enumeran en la Anexo III de la presente disposicion
que permitan juzgar comportamientos similares entre el producto a regstrar y el
producto tomado como referente en cuanto a su segundad y eficacia.

Art. 4% A los fines de la presente disposicion adoptese como definicion de producte
comparador de referencia y producto nanosimlar las que figuran en el Anexo Il de la
presente disposicion y es parte integrante de la misma.

Art. 5°: El ejercicio de comparabilidad debera estar disefiado de forma tal que pernuta
demostrar que el medicamento que se pretende registrar tiene ambutos de calidad,
fisico-quimicos y actividad kologica similar al medicamento mmparadnr de referencia.
Los componentes de la plataforma de hberacion, como la via de admmmistracion de la
especialidad medicinal cuya autornizacion se solicita deben ser las mismas que la del
producto utiizado como referencia. En todos los casos, las comparaciones enfre los
productos deberan ser realizadas en igualdad de condiciones, utilizindose siempre el
nusmo producto comparador de referencia.

Art. 6°: La presente norma no aplica a productos cuyes soportes de disefio a escala
nanometnca vo el [FA asociado difieren respecto del comsiderado como producto
comparador de referencia.

Art. 7% Esta Adpumstracion requenra, s1 asi lo considerase, la ampliacion de datos
técmicos (msumos, elaboracion, control, datos pre-climcos y climcos) que estimase
oportuno y que brnden apoyo a la soliciiud de autonzacion de re@stro s se observaran
diferencias significativas entre las espenalldade: medicinales comparadas. En el caso
que luego de ampliado los datos ain persistieran las diferencias podra denegarse la
autonzacion de registro del medicamento.
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ANEXO]I

DEFINICTONES

NANOMATERIAL: Befiere a materiales en el rango de escala nanoméfrica y a
clertos materiales que exliben propiedades o fendmenos de dimensiones
dependientes

NANOTECNOLOGIA: Produccién v aplicacién de estructuras, dispesitivos y
sistemas mediante el control de la forma v el tamafio de los mateniales a escala
nanometrica. Dicha definicion abarca:

a) matenales o productos termuinadoes disefiados para temer al menos una
dimensién exterior, © una esfructura interna o superficie en el rango de
nanoescala (aproximadamente 1 nm a 100 nm);

b) Materiales o productos terminados disefiados para exhibir propiedades o
fenomenocs, mchoyendo las propiedades fisicas o quinucas o efectos biologicos,
que son afmbuibles a sufs) dimension(es) asociados a la aplicacion de la
nanotecnologia, mmgue estas dimensiones estén fuera del rango de escala
nanometrica, hasta un micrometro {1000 nm).

PRODUCTOS NANOTECNOLOGICOS: Productos que contienen o estim
fabricados utilizando nanomatenales

NANOMEDICINA: Aplicacion de la nanotecnelogia al ambito medicmal con
finahdad diagndstica, prevenfiva o terapéufica, cue apmecha los beneficios
fisico-quinucos v lologicos de los matenales a escala nanometnca.

FRODUCTOS NANOMEDICINALES: Productes utilizados en medicina
humsana empleados con fines diagnosticos, preventivos y terapéuticos.

MEDICAMENTOS NANOTECNOLOGICOS: Medicamentos en los cuales el
mgrediente farmacéutico activo es o esti contenido en algim matenial cuyas
propiedades fisicas. quimicas v/'o biologicas dependen de su dimension y forma
(hasta 1 micrometro en algin senfido del espacio).

ESPECIALIDAD MEDICINAL NANOTECNOLOGICA: todo medicamento
nanotecnologico designado por su nombre convencional, marca o nombre
genénico, preparado y envasado uniformemente para su distnbucion y expendio,
de composicion cuanfitaiva defimda, declarada y venficable, de forma
farmaceutica estable v de accion terapéutica comprobable.
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ANEXOII

Producto Comparador de Referencia

El producto de referencia con el que se requiere comparar al producte similar para
registro debe poseer las sigwentes caracteristicas: estar aufonzade ongmmalmente en
fimcion de la evaluacion de un expediente de registro completo de n:alldad, no-clinico y
climico y que tenga un ftempo y volumen adecuado de comercializacion y uso

Producto Similar (Nanosimilar
El producto similar respecto al producto de referencia debera cumplir con los sigmentes
items de 1dentidad:

1. Ingrediente farmacéutico activo (IFA);

2. Via de admimistracion;

3. Plataforma de liberacion
Podran difenr en el buffer, conservantes y antioxidantes, siempre que los empleados
cumplan la misma fimeién que los utilizados en el producto de referencia.

Plataforma de liberacion
Soporte de disefio nanotecnologico de ongen sintético o biologico asociado al [FA

61



251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
260
270
m
272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285

286
287
288
289
290
201
292
203

294
205

206
297

ANMAT-MED-NAN

001-00

ANEXO IIT

Ensavos de Comparabilidad:

Fisico — Duimicos:

Determinacion de los sigmentes items:

Compesicion (descripeion, ongen, manufactura, impurezas, 1s0meros) ¥y
excipientes (calhidad, pureza, estabilidad).

Morfologia: estado de agregacion. Numero de capas lipidicas en caso de
corresponder.

Impurezas dependientes del matenal, de los procesos, del producto y su
degradacion

Relacion IFA /moléculas lipidicas

Eficiencia de carga de IFA (relacion [FA libre / IFA encapsulado)

Distribucién del tamafio de particula.

De comresponder, distmbucion y estado fisico del IFA dentro del liposoma. De lo
confrane, justificar.

Identificacion y caractenizacion de los grupos fumcionales involucrados en la
mteraccion IFA-plataforma.

Carga superficial (p. €).; potencial zeta)

pH mnterno

En caso de comjugacion con PEG (cahidad, pureza, umiones quimicas, peso
molecular. estabilidad de PEG simmlares a aquellos ufilizados por el referente).

Estahilidad:

Estabilidad de producto termunado segin las condiciones de almacenanmento y

de uso descriptas en el prospecto.
Estabilidad de producto reconstihudo/dilnido con cada uno de los solventes

descriptos en el prospecto a fin de asegurar los tiempos v las condiciones de
almacenamiento del producto recomstituido hasta su total admimstracion al

paciente.

Estudios farmacénticos:

Ensayos comparativos con el producto referente para determinar la hiberacion
del IFA en las diferentes condiciones de pH por la que atraviesa el producto para
llegar a su blance tsular y determunar su integndad a las diferentes
temperaturas. Ensayos a diferentes pH: 7.3, 6.6 y 5.5 en buffer por 24 horas.
Ensayos a diferentes temperaturas 43°C, 47°C, 32°C y 57°C durante 12 hs en
buffer pH 6.5.

MAManufactura:

Descripcion de la formulacion (cuali-cuantitativa), indicando la funcion de cada
uno de los componentes.

Descripcion general de cada uno de los pasos individuales del proceso de
mamifactura.
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* Descripcion de los matenales criticos y parametros sensibles a las vanaciones
que permitan una adecuada caractenizacion del producto (incluir detalle de
materiales utilizados durante el proceso de manufactura: mangueras, filtros,
Eich.

Estudios No-Clinicos:

* Farmacocinéticos: Estudios cimétcos y toxicineticos a distintas dosis en
animales de expenimentacion, determinande en sangre, plasma o suero el [FA
libre y el [FA asociado [ encapsulado, utilizando técmicas analiticas validadas.

= Farmacodinamia: Determinacion de eficacia en modelos m wifro e m vive.

* Toxicologia: Estudios toxicologicos agudos y sub-agudos a dosis repetidas.

Esmdios Climicos:

De los resultados de los ensayos de comparabilidad de los estudios fisico-quimicos,
farmacéuticos ¥ no-clinicos dependera la profimdidad y amplitud de los requenmientos
climeos.

En cuanto a los metedos propuestos para cada une de los ensayos mencionados con
anterionidad, estos deberan estar validados segin lo establecido en la edicion vigente de
la Farmacopea Argentina.
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Anexo Il - Curva de calibracion de

espectrofotometro

En este anexo se detalla la realizacién de una curva de calibracién de colorante azul de toluidina para medir

este soluto en el espectrofotdmetro, para evidenciar todas las consideraciones necesarias que se deben tener.

El coeficiente de absorbancia € es caracteristico del soluto, del medio en el que estd disuelto y de la longitud
de onda del haz. Para el caso de azul de toluidina disuelta en agua — que es el solvente en el cual quedan luego
de la evaporacion del cloroformo — segun bibliografia, la absorcién maxima se da a una longitud de onda de

633nm (Saha, 2018).

Como se mencioné anteriormente, las moléculas de este colorante seleccionado son muy propensas a
agregarse por ser planas, lo que modifica el valor del coeficiente de absorbancia €. Por lo tanto, el valor de €
considerado anteriormente es vélido para las concentraciones en las cuales las moléculas de azul de toluidina
suelen encontrarse libres: segin bibliografia, seria en concentraciones inferiores a 7,02x10° M (D'llario, 2006).
Por encima de estas concentraciones de analito, las moléculas se agregan y el valor del coeficiente € cambia,
por lo que la Ley de Beer Lambert ya no se cumple. Con una longitud de onda de 633nm y aplicando la ecuacion
3.5 (la cubeta de espectrofotometria mide 1cm), se puede deducir que podemos obtener una curva de

calibracion lineal con valores de absorbancia entre 0,05 y 0,2 aproximadamente.

Por este motivo, la estrategia elegida para realizar una curva de calibracién de este analito fue realizar una
solucién madre que esta concentracion limite (7,02x10° M), y luego realizar diluciones para contar con al

menos cinco puntos en la curva, siguiendo la férmula de proporcionalidad (ecuacion 3.1.1):
ViCi = Vi Cr Ecuacion 3.1.1

donde Vi representa el volumen de la solucidn inicial o madre y C; es la concentracion de esta solucion; Vs es

el volumen de la solucidn final y C¢ la concentracion de esta solucidn final.

Se diluyeron 0,0011 + 0,0001 g de colorante Azul de Toluidina (peso molar 305,83 g/mol) en 500,00 + 0,25 mL

de agua destilada, para obtener una solucidn con una concentracidn inicial de 7,2 x 10% + 6 x 107 M.

Se realizaron 8 diluciones, tomando siempre como solucién inicial un volumen de la solucién madre (tabla

3.1.1).
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Tabla 3.1.1: diluciones a partir de solucién madre de azul de toluidina (AT) al 7,2 x 10® M y mediciones de

absorbancia. Se identifican los nimeros de matraz, que se muestran en la figura 3.1.1.

#matraz | Gramos AT | mL agua Cf (M) Abs
0 0,0011 500 7,2E-06 * 6€-07 | No aplica
# matraz Vi (ml) Vf (ml) Cf (M) Abs
6 8,00 10,00 | 5,7€-06+ 6€-05 | Noaplica
5 7,00 10,00 | 5 0F-06 + 5E-05 0,324
4 6,00 10,00 | 4 3¢-06 + 5E-05 0,288
3 5,00 10,00 | 3 6E-06 + 4E-05 0,237
2 4,00 10,00 | 5 9E-06 + 3E-05 0,196
1 2,50 10,00 1,8E-06 + 2E-05 0,114
No aplica 2,00 10,00 1,4E-06 + 1E-05 0,082
No aplica 1,50 10,00 1,1E-06 + 1E-05 0,065

A simple vista, se observa que tanto la solucion madre como la primera dilucion (# 6: de concentracién 5,7 x

10 M), tienen un color mas violaceo e intenso que el resto de las diluciones (figura 3.1.1). Probablemente, y

considerando el error de las diluciones realizadas, las moléculas de colorante ya se estan agregando a estas

concentraciones, y, por lo tanto, tendrian distinto coeficiente de absorbancia, por lo que fueron descartadas

(tabla 3.1.2).

A _u

RS &
__ml

-

Figura 3.1.1: solucién madre (matraz 0) y diluciones obtenidas (1 a 6).
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La curva de calibracién obtenida a partir de las mediciones posee un coeficiente de correlacion lineal

cercano a 1 (R =0,9963), y proporcionan un coeficiente de absorbancia de 67540/M (figura 3.1.2).

y=67540x-0,0078

Curva de calibracion R?= 09963

0,35

0,3 [ 2
0,25 P

1a

=
I
]

0,15 ............

Absorbanc

o
=

0,05

0
0,00E+00 1,00E-06 2,00E-06 3,00E-06 4,00E-06 5,00E-06 6,00E-06

Concentracién (M)

Figura 3.1.2: Curva de calibracién obtenida.

El objetivo principal de esta seccion fue dejar asentada la técnica para realizar una curva de calibracion
precisa para realizar las mediciones pendientes de eficacia de encapsulamiento y liberacién, pero debe
considerarse que el error de la solucion madre propuesta — que se arrastrd a todas las diluciones — es
significativamente alto (del orden del 10%).

Para minimizarlo, se recomienda realizar una solucién madre que sea mds concentrada y luego diluir, como

por ejemplo:

1) Diluir 0,0100 + 0,0001 g de colorante Azul de Toluidina (peso molar 305,83 g/mol) en 1000 + 0,5 mL de agua

destilada, para obtener una solucién de una concentracion 3,27 x 10° + 4 x 107 M.

2) Tomar 2,2000 + 0,0001 mL con una pipeta, y diluir en un matraz de 10,000 + 0,0025 mL, para obtener una
solucién madre con una concentracidn inicial de 7,2 x 10 + 2 x 107 M. Esto conduciria a una solucién madre

con un error de aproximadamente 2%.
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Anexo

IV

experimento

Resultados

completos

del

HLB del surfactante

9.6
#repeti Gotas emulsion Particulas #repeti Gotas emulsion Particulas
ciones |#datos V medio |Desv Std |Per10% |Per30% |#datos |V medio|Desv Std |Per10% |Perd0% | ciones |#datos |V medio|Desv Std [Per10% |Per30% |#datos |V medio |Desv Std [Per10% |Per80%
CONCENTRACION |1 2 751 44.02 4.73 17,682 | 7411 | 745 | 27.97 3.23 15,28 | 40.28 1 480 | 3899 | 3.38 2466 | 5367 | 154 | 35.01 3.67 18.81 | 53.54
SURFACTANTE | 3 3 874 33,61 3.86 16,51 | 53,23 | 469 | 26,07 3.06 1441 | 38,99 2 1495 | 3222 | 356 16,98 | 48,11 | 547 | 27.10 3.3 1346 | 4025
(%) 5| 2 854 29,29 3.06 18,16 | 41,67 | 327 | 2713 2,85 16,69 | 37,13 2 687 [ 27,30 | 3,55 12,40 | 43,98 | 422 | 2047 3,55 5,18 | 37,51
HLB del surfactante
11.8 13.9
#repeti Gotas emulsion Particulas #repeti Gotas emulsion Particulas
ciones |#datos |V medio [Desv Std|Per10% |Perd0% |#datos |V medio |Desv Std |Per10% |Perd0% | ciones [#datos |V medio |Desv Std |Per10% |Perd0% |#datos |V medio |Desv Std|Per10% |Perd0%
COMCENTRACION | 1 1 287 | 26,67 3,16 12,83 | 3923 | 187 | 21,05 314 9.50 | 3502 1 322 | 6167 | 407 [ 2916 | 72,94 54 30,90 in 19,18 | 41,05
SURFACTANTE | 3 1 755 | 21,80 3,04 1015 | 3281 | 198 | 23,09 2,93 12,68 | 34,07 2 338 | 3284 3.59 17,29 | 4984 | 107 | 3367 3,77 16,79 | 54,08
(%) 5 3 1308 | 22,93 3,05 1246 | 3433 | 502 | 2545 3.06 1439 | 36,96 2 1547 | 68,76 9.26 2523 | 6825 | 364 | 2504 3,34 12,16 | 38,92
HLB del surfactante
15,0 16,8
#repeti Golas emulsion Particulas #repeti Gotas emulsion Particulas
ciones |#datos |V medio |Desv Std |Per10% |Per90% [#datos |V medio [Desv Std|Per10% |Perd0% | ciones |#datos |V medio |Desv Std |Per10% |Perd0% |#datos [V medio [Desv Std|Per10% |Per30%
CONCENTRACION | 1 1 682 | 22,36 2,84 12,70 | 3339 | 594 | 26,68 3,16 1434 | 4019 2 2166 | 31,53 3,89 15,10 | 51,69 | 753 | 24,23 3.02 12,69 | 36,06
SURFACTANTE | 3 1 675 | 34,72 4,87 14,66 | 5419 | 4756 | 2433 3,23 12,69 | 35,88 1 713 | 3991 4,34 21,97 | 59,34 | 951 | 28.30 344 14,656 | 43.01
(%) 5| 2 1286 | 30,35 343 1617 | 4529 | 577 | 26,54 344 13,70 | 4018 2 1377 | 31,44 4,56 13,06 | 48,30 | 154 | 21,58 2,87 12,69 | 29,95
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