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Resumen

El desarrollo de micro y nanoparticulas poliméricas resulta de gran interés en el ambito
farmacéutico, dado que permiten reducir los costos de las terapias y riesgos de toxicidad para el
paciente; aumentan la eficacia, evitan la degradacidon prematura de los agentes terapéuticos, y
mejoran la interaccion con el medio bioldgico. La ingenieria de particulas comprende el estudio de
diferentes técnicas con el fin de obtener particulas de tamafio, morfologia, estabilidad vy
funcionalizacion deseada, para aplicaciones especificas en el ambito farmacéutico, alimenticio,
cosmético y agroindustria. Electrospray o electrospraying (EE) es una técnica novedosa para la
preparacién de particulas poliméricas, que permite un control mas eficiente en la distribucién de
tamariio de las particulas y su morfologia, respecto de las técnicas de emulsidn tradicionales. El
objetivo del presente trabajo es el desarrollo de un nuevo material bicapa y la optimizar las
condiciones de procesamiento de particulas biofuncionales obtenidas mediante electrospray coaxial,
para su empleo como vectores de liberacidn controlada de ivermectina, y realizar su caracterizacion
morfoldgica y fisicoquimica. Para ello, se plantea un sistema de particulas bicapa con un interior
hidrofébico (poli(e-caprolactona), PCL) que contenga al agente antiparasitario, y un exterior
hidrofilico de quitosano funcionalizado con &acido félico. De modo tal que favorezca la
biodisponibilidad, regule la liberacién, y actie como target por su funcionalizacion. Los receptores
folato son conocidos por ser sobreexpresados en células cancerigenas, y en células infectadas con
parasitos en enfermedades tales como Malaria y Leishmaniasis. La ivermectina es un antiparasitario
de amplio espectro aprobado por la FDA (Administraciéon de Drogas y Alimentos de los Estados
Unidos) ampliamente empleada en medicina veterinaria, pero alin con pocos avances en aplicaciones
en humanos debido a su toxicidad a nivel sistémico. En los Ultimos afios ha demostrado actividad
antiviral frente a una amplia gama de virus, tales como el de la inmunodeficiencia humana-1 (VIH-1),
inhibicidn de las proteinas virales en el virus simio SV40 (T-ag) y virus del dengue (DENV) entre otros.
Recientemente se ha demostrado actividad de la ivermectina en virus COVID 19, tanto a nivel extra

como intracelular.



1. Introduccion

El desarrollo de micro y nanoparticulas resulta de gran interés en el area de la Salud, dado que
permite obtener sistemas de gran funcionalidad con aplicacion en diagndstico, prevencion y
tratamiento de enfermedades. Las particulas de polimeros biodegradables son motivo de una intensa
investigacion por parte de la Bioingenieria e Ingenieria de Materiales, encontrando importantes
aplicaciones como biomateriales para liberacion de agentes terapéuticos. En el ambito farmacéutico las
particulas poliméricas resultan muy atractivas, dado que permiten mejorar la biodisponibilidad,
solubilidad y tiempo de retencion de agentes terapéuticos solubles o poco solubles en agua 2 Las
formulaciones de particulas poliméricas con agentes terapéuticos permiten reducir los costos de las
terapias y riesgos de toxicidad para el paciente °; aumentan la eficacia, especificidad, tolerabilidad y
degradacion prematura de los agentes terapéuticos *, y mejoran la interaccion con el medio bioldgico,
su absorcion en los tejidos y penetracion intracelular > ¢ Los avances en ingenieria y ciencia de
materiales han contribuido a mejorar radicalmente algunos de los inconvenientes farmacéuticos
asociados al uso de agentes terapéuticos tales como, baja solubilidad en agua, inestabilidad
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fisicoquimica, corta vida media, biodistribucion inadecuada y toxicidad
de agentes terapéuticos directamente en el sitio de accidon, evitando la exposicion sistémica, ha
mejorado notoriamente coeficientes de seguridad de muchos medicamentos. Al mismo tiempo, el

desarrollo de métodos de produccion que sean rentables, escalables y reproducibles a escala industrial,

se vuelve crucial para asegurar la practica clinica de cualquier desarrollo ’. Con este objetivo, la

técnica de atomizacion electrohidrodinamica (EHDA, electrospraying), esta avanzando rapidamente

como una tecnologia prometedora dentro de la ingenieria de particulas, para la produccion de
particulas poliméricas bioactivas. En comparacion con las técnicas de fabricacion de emulsion
tradicionales, la EHDA tiene el potencial de reducir la desnaturalizacion de farmacos y
biomacromoléculas, proporcionando un control mas eficiente sobre la distribucion de tamafio de las

particulas y su morfologia '. Estas particulas pueden prepararse a partir de polimeros naturales,

sintéticos o sistemas hibridos naturales/sintéticos, y administrarse a través de la mayoria de las rutas de
administracion de drogas: oral, parenteral, inhalatoria y oftalmica, con capacidad de facilitar tanto la
vectorizacion activa como pasiva. Sin embargo, cada material requiere de la optimizacién del
procesamiento para la obtencion de particulas uniformes y reproducibles. Con la seleccion del agente
terapéutico y la funcionalizacion apropiada del sistema portador, es posible desarrollar sistemas

biofuncionales sofisticados que optimicen considerablemente las terapias farmacologicas tales como



14, 15 16, 17

para tratamientos de cancer '"'> ", hormonales '* "> y antimicrobianos ', entre otros.

El principal objetivo del presente trabajo es disefiar y optimizar las condiciones de procesamiento
de particulas core-shell obtenidas por EHDA para su empleo como sistema de liberacion controlada de
farmacos. Se plantea un sistema bicapa con un interior hidrofobico que contenga el agente terapéutico,

y un exterior hidrofilico que favorezca la biodisponibilidad, regule la liberacion, y actie como target
debido a su funcionalizacion. El interior o nucleo de las particulas estard compuesto de poli(e-
caprolactona) (PCL), un poliéster lineal alifaitico de caracter hidrofobico, con morfologia
semicristalina, buena solubilidad en solventes organicos y compatibilidad para la formacion de
mezclas. La PCL est4 aprobada por la U.S. Food and Drug Administration (FDA) para aplicaciones
especificas usadas en seres humanos tales como dispositivos de liberacion de farmacos, hilos de

sutura, o barreras de adhesion. Estas caracteristicas han estimulado la investigacion de la PCL, sus
copolimeros y mezclas en numerosas aplicaciones biomédicas en liberacion controlada de fa&rmacos de
tiempo prolongado '" '* " Su biocompatibilidad ha sido muy estudiada y ha dado lugar a productos
comerciales, tales como el Capronor™, dispositivo que permite la liberacion controlada del
anticonceptivo levonorgestrol a partir de capsulas subcutaneas ',

La cubierta o capa superficial de las particulas serd de quitosano, un polimero natural que se obtiene
a partir de la quitina, uno de los biopolimeros mas abundantes en la naturaleza. La quitina forma parte
de la estructura de numerosos organismos vivos, y resulta ademas como subproducto importante de
varias industrias como la pesquera y cervecera, generando un valor agregado en la utilizacion de
residuos. La gran importancia del quitosano en el campo biomédico estd dada por sus excelentes
propiedades de biodegradabilidad, biocompatibilidad, mucoadhesioén, capacidad filmogénica, es
hemostatico y promotor de absorcidon, posee actividad antimicrobiana, anticolesterolémica y
antioxidante ",

En este trabajo se modificara el quitosano con acido folico para la funcionalizacion de las micro y
nanoparticulas, a fin de conseguir la vectorizacion activa del agente terapéutico. Los receptores folato
son conocidos por ser sobreexpresados en células cancerigenas de diferentes drganos, tales como
ovario, mama, colon, rifion, pulméon y cerebro. Sin embargo, dificilmente se encuentren en la
superficie de células sanas. Se conoce que la union covalente de 4cido folico a través de su grupo
carboxilico a un material empleado como carrier, conserva una alta afinidad de unién al receptor
folato de la célula cancerigena . Por otro lado, se sabe que las células infectadas con parasitos en
enfermedades tales como Malariay Leishmaniasis, presentan una fase reproductiva y proliferativa
fuertemente dependiente de 4cido folico. De tal manera que el metabolismo del 4cido folico en estas
células infectadas con pardsitos, actia como diana para el tratamiento de las mismas. Las células

hepaticas en el caso de Malaria, y dendriticas en el caso de Leishmaniasis, son las principales células
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en donde se alojan las larvas, para luego proliferar y reproducirse rapidamente. En esta etapa es
cuando justamente las larvas se multiplican, y las células poseen gran cantidad de receptores folatos ya
que requieren y captan mayor cantidad de 4cido folico respecto de las células no infectadas ' *°. Por lo
tanto, las particulas funcionalizadas con 4cido folico podrian ser adheridas a la superficie de las células
infectadas y fagocitadas, permitiendo la liberacion de un agente antiparasitario de manera selectiva.

La Leishmaniasis constituye un espectro de enfermedades causadas por especies del protozoo
flagelado Leishmania, intracelular obligado del humano y otros mamiferos, que produce lesiones a
niveles cutaneo, mucocutaneo y visceral *" %, En los mamiferos se localiza en macrofagos y células
dendriticas (células de Langerhans en la piel). Se transmite a los humanos por la picadura de
flebotomos hembra infectados *’. En América el vector es el mosquito Lutzomyia, y en Europa el
Phlebotomus. Esta parasitosis se contempla dentro del grupo de enfermedades tropicales desatendidas
(NTDs) y es prevalente en 98 paises y 5 continentes. Se estiman unos 1,3 millones de casos nuevos al
aflo, aunque en realidad solamente se reporta la mitad. Unos 300.000 casos corresponden a la
enfermedad visceral (90% en Bangladesh, Brasil, Etiopia, India, Nepal, Sudén del Sur y Sudan) y 1
millén a la forma cutdnea (principalmente en Brasil, Argentina, Colombia, Perti, Afganistan, Argelia,
Iran, Pakistan, Arabia Saudita, Siria y Tinez) o a la mucocuténea (sobre todo en Brasil, Peru y
Bolivia) **.

La ivermectina, descubierta por William Campbell en 1975, es un agente antiparasitario derivado
de la avermectina B1, un compuesto producido por el Streptomyces avemitilis *. Actua contra endo y
ectoparasitos, se une selectivamente y con gran afinidad a los canales de cloruro de apertura regulada
por glutamato de los nervios y de las células musculares de los invertebrados, produciendo un aumento
de la permeabilidad de la membrana celular a los iones cloro e hiperpolarizacion de las células
musculares y nerviosas, causandoles paralisis de la faringe, inanicion y muerte *. La ivermectina oral
es usada en endoparasitosis como ascaridiasis, estrongiloidiasis, tricuriasis y enterobiasis, y puede
resultar muy util para tratamiento de pacientes inmunodeprimidos por virus de VIH, HTLVI1 o
HTLV?2. Se ha demostrado la actividad de ivermectina para tratamiento de Leishmaniasis *"**. Posee
una vida media en plasma de 16 h, pero su efecto es mayor especialmente en el intestino. La
ivermectina y sus metabolitos son excretados principalmente por materia fecal y orina. En Ia
intoxicacion por ivermectina pueden presentarse erupciones, cefaleas, edema, mareos, nduseas,
vomito, diarrea, disnea, urticaria, parestesias y dolor abdominal .

Actualmente se ha demostrado el efecto de ivermectina sobre el virus SARS-Cov-2, sobre el cual
actuaria tanto de manera extra como intracelular. El mecanismo de accidn extracelular es a través de
interaccion con cavidades o canales de ion6foros presentes en el sarcolema de la membrana celular,

que atrapan electroliticamente a la corona de la capside del virus (conjunto de proteinas que envuelven
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el material genético del virus) e impiden el acceso a la célula. En cuanto al mecanismo intracelular, se
ha demostrado que la ivermectina produce una desestabilizacion de complejo heterodimero Imporina
(IMPA «c/B1), un cotransportador que llevaria al virus al nucleo. Al desestabilizarse se bloquea la
entrada del virus al nucleo y con ello impide la replicacion viral *.

La vectorizacion de ivermectina en particulas biofuncionales se propone como una estrategia para
aumentar su vida media en circulacion, potenciar su actividad contra Leishmaniasis, y disminuir los
efectos secundarios de toxicidad hasta alcanzar el sitio de accion. Por otro lado, la administracion de
ivermectina vectorizada en forma de micro y nanoparticulas se propone como una alternativa eficiente,
ante los numerosos esfuerzos a nivel mundial por minimizar los problemas de toxicidad y efectos
secundarios no deseados, asociados a los agentes comunmente empleados para el tratamiento de
Leishmaniasis, estibogluconato soédico y antimoniato de meglumina (glucantime). Ademas, la
versatilidad de EHDA asegura diversas vias de administracion en funcion del diametro medio de
particulas tales como, microparticulas para administracion por via inhalatoria y oral y nanoparticulas

para administracion oftdlmica e inhalatoria.

1.1. Biomateriales y biomateriales poliméricos

1.1.1. Biomateriales

La Ciencia de los Biomateriales es una disciplina emergente de considerable desarrollo y enorme
interés social y economico, de tal forma que constituye uno de los sectores estratégicos en los
programas de investigacion y desarrollo tanto a nivel nacional como internacional. El desarrollo de
esta ciencia claramente interdisciplinar ha ido produciéndose de forma paralela al avance en el
conocimiento de los materiales, y estudio de la micro y nanoescala. Muchos de ellos fueron disenados
inicialmente para aplicaciones que tenian poca relacion con el organismo humano, pero que han
supuesto la base del desarrollo de técnicas, metodologias, instrumentacion y dispositivos de muy

variada naturaleza, disefio y morfologia *.

Los biomateriales en su concepcion moderna, son sustancias disefiadas para tomar una forma en
la que, sola o como parte de un sistema complejo, se emplea para dirigir, mediante el control de
las interacciones con los componentes de sistemas vivos, el curso de un procedimiento terapéutico o
de diagnéstico, en medicina humana o veterinaria *'. Este concepto de biomaterial permite incluir
muchas sustancias que tradicionalmente no eran pensadas como biomateriales (tejidos ingenierilmente

disefiados, células, 6rganos, virus, y materiales bioactivos y biofuncionales), y que deben ahora ser
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consideradas como tales, dado que sus prestaciones estdn directamente controladas por las

interacciones con los tejidos y los componentes tisulares.
Segun su origen, los biomateriales pueden clasificarse en:

< Naturales: Son materiales complejos, heterogéneos y dificilmente caracterizables y
procesables. Algunos ejemplos son las proteinas, como la keratina, la seda, el colageno y los

polisacaridos como la celulosa, el almidon y la quitina.

< Sintéticos: Son materiales obtenidos a partir de la modificacion o transformacién de los
biomateriales naturales, u obtenidos industrialmente a partir de mondmeros o compuestos
puros. Los biomateriales sintéticos pueden ser metales, cerdmicos o polimeros, y algunos
ejemplos son acero inoxidable 316 L, y aleaciones CrCo, hidroxiapatita, caucho vulcanizado,

nylon, cloruro de polivinilo (PVC), entre otros.

< Hibridos: Son aquellos compuestos por materiales de distinta naturaleza, cuyas propiedades
son superiores alas de sus componentes por separados. Suelen estar compuestos por un
material base llamado matriz, al que se afiaden algunos materiales de distinta naturaleza, que
permiten modificar las caracteristicas y/o propiedades de la matriz, tales como flexibilidad,
dureza, resistencia, etc. Algunos ejemplos son: sistemas poliméricos (matrices y particulas) con
nanoparticulas metaticas de oro, plata, o cobre, para aplicaciones antimicrobianas y/o
fotoactivas (terapias fotodinamicas); matrices porosas para regeneracion de tejidos 0seos a

partir de acido polilactico o alginato con hidroxiapatita, etc.

1.1.2. Biomateriales poliméricos

Desde fines del siglo XIX y durante el siglo XX, se produjo un incremento en el nimero y variedad
de polimeros, que permitieron una gran variedad de propiedades y aplicaciones, consiguiendo
desarrollar materiales de gran importancia en la ingenieria. En la actualidad existen numerosos
polimeros de origen natural y sintético utilizados en el campo biomédico, algunos de ellos poseen gran
estabilidad y se utilizan para aplicaciones permanentes, como el polimetilmetacrilato o el polietileno.
Mientras que otros son biodegradables, y se los emplea para aplicaciones temporales .

Durante la ultima década, el uso de polimeros para la administracion de agentes terapéuticos en el
campo farmacéutico y agricola se ha incrementado de manera sostenida. Los avances previstos para la

proxima década posicionan a la tecnologia de liberaciéon controlada a partir de polimeros
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biodegradables, como una de las areas de mayor consecuencia practica en la terapia médica. Estos
polimeros ofrecen grandes ventajas, permitiendo la administracion de agentes terapéuticos de manera
sistémica o en sitios especificos, sin la necesidad de recuperar el sistema de entrega luego de la
terapia®”. La aplicacion de estos materiales en el campo de la biomedicina requiere el cumplimiento de
algunas caracteristicas, para su empleo como sistemas de liberacion controlada de agentes

terapéuticos. En la Figura 1., se mencionan estas caracteristicas:

4 )

Sistemas para
liberacion
controlada de
agentes

\_ terapéuticos )

Facilidad para
administrar y
eliminar

Bioactivos y
biocompatibles

Apropiada Facilidad para
resistencia fabricacion y
mecanica esterilizaciéon
4 )
Alta capacidad
de cargay

eficiencia de
encapsulaciéon

J

Figura 1. Caracteristicas ideales de los sistemas poliméricos para su empleo en liberacién controlada

de agentes terapéuticos.

Bioactivo: los sistemas poliméricos bioactivos son sustancias que al ponerse en contacto con los
tejidos vivos, provocan un efecto positivo sobre los mismos induciendo una respuesta biologica

especifica en la interfase material-tejido.
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Biocompatible: el sistema polimérico debe ser aceptado por parte del sistema inmunologico del
individuo sin generar reacciones adversas, tales como resistencia a la coagulacion sanguinea,

resistencia a la colonizacion de bacterias y alteraciones en el proceso de cicatrizacion, etc *.

Requerimientos mecanicos: los materiales poliméricos que actian como vectores para liberacion
controlada de agentes terapéuticos constituyen sistemas de entrega estables. Algunos mantienen su
integridad dentro del organismo durante el tiempo de accion y otros se van degradando conforme se

libera el agente.

Alta capacidad de carga y eficiencia de encapsulacion: el sistema polimérico debe ser capaz de
contener una cantidad de agente terapéutico tal que permita mantener durante un periodo de tiempo

prolongado un nivel efectivo de agente en circulacion o sitio de accion.

Facilidad para administrar y eliminar: el método de administracion del sistema en el organismo
debe ser lo menos invasivo posible a fin de no generar complicaciones adicionales a las que se
pretenden tratar. Los sistemas generalmente se preparan a partir de materiales poliméricos

biodegradables, biorreabsorbibles, bioerosionables o bioabsorbibles **.

Biodegradable: material polimérico solido o dispositivo se descompone debido a degradacion
macromolecular con dispersion in vivo pero sin eliminacion del cuerpo (esta definicion excluye la

degradacion ambiental, por hongos o bacterias).

Biorreabsorbible: material que experimenta una degradacion en masa y ademas se reabsorbe in vivo
mediante eliminaciébn por rutas metabodlicas. La biorreabsorcion implica la eliminacion total del
material extrafio inicial y de los subproductos de degradacion (compuestos de bajo peso molecular) sin

efectos laterales residuales.

Bioerosionable: material que se degrada en superficie y ademas se reabsorbe in vivo. La bioerosion

también implica eliminacion total del material.
Bioabsorbible: material que puede disolverse lentamente en los fluidos corporales sin ninguna

escision de la cadena polimérica o disminucion del peso molecular. Un polimero bioabsorbible puede

ser biorreabsorbible si las macromoléculas dispersadas se eliminan completamente.
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Facilidad para fabricacion y esterilizacién: el biomaterial polimérico debe ser de facil obtencion, y

debido a que cumple su funcién en contacto con un medio bioldgico, debe ser esterilizable para evitar

posibles contaminaciones en el sitio de accion.

Los polimeros naturales o biopolimeros han emergido como uno de los mds ampliamente

investigados para mejorar el efecto terapéutico de farmacos existentes. Ofrecen ventajas sobre los

polimeros sintéticos dadas su biocompatibilidad, biodegradabilidad, baja antigenicidad y que son

renovables *. Comprenden una gran gama de moléculas con propiedades fisicoquimicas particulares

que son aprovechados en campos como la biomedicina, en el diseno de sistema de liberacion

controlada de fArmacos, inmovilizaciéon enzimas, productos que promueven la cicatrizacion y en

implantes, aprovechando de esta manera su biocompatibilidad *’. Los biopolimeros pueden clasificarse

por su origen como se muestra en la Figura 2.

Biopolimeros

Sintetizados a partir de
onémeros de la biomas:

Polisacaridos
Quitosano, Gomas,
Almidon, Celulosa,
Alginato, Pectinas

Acido polilactico
(PLA)

Proteinas
Gelatinas, Soja,
Otros poliésteres Colégenos, Gluten, Maiz,
Zeina, Caseina, Suero,
Albdmina

Lipidos
Triglicéridos

Figura 2. Clasificacidon de Biopolimeros de acuerdo a su origen

1.2. Micro y Nanoparticulas en el campo biomédico

Dbtenidos a partir de |z Producidos por
Biomasa ‘ microorganismos

Polihidroxialcanoatos

(PHAs)

Celulosa bacteriana
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La nanotecnologia desde su concepcion clasica se define como el estudio, la sintesis, el disefio, la
caracterizacion, la produccion y la aplicacion a niveles atomicos y moleculares del orden de 1 a 100
nm de estructuras, dispositivos y sistemas. Dentro de un contexto multidisciplinario, su fin primordial
es mejorar la calidad de vida y promover el desarrollo humano. Esta nueva ciencia ofrece soluciones
en el diagndstico, prevencion y tratamiento de enfermedades, reduce el consumo de materias primas,
organiza y desarrolla procesos productivos, y disefia y crea nuevos productos con caracteristicas
novedosas, entre muchos nuevos usos, mediante procedimientos sostenibles para el medio ambiente.
El primero en hacer referencia al concepto de nanotecnologia y visualizar sus alcances fue Richard
Feynman en su discurso de 1959 titulado “There is plenty of room at the bottom”, en el cual plantea la
posibilidad de manipular materiales a escala atomica y molecular. En la actualidad la nanotecnologia
constituye una herramienta que favorece el rapido avance de la ciencia con aplicaciones en quimica,
biologia, fisica, ingenieria y medicina **.

Las propiedades fisicas y quimicas de algunos nanomateriales suelen ser las mismas o similares a
las del material en la escala convencional; sin embargo, en algunos casos estas caracteristicas se
modifican de acuerdo con el tamafio de la particula. Hay varias razones por las cuales ocurre este
cambio en el comportamiento fisico y quimico. En primer lugar, las distintas propiedades
termodinamicas pueden ser alteradas por la presencia de curvaturas, por el area superficial y por la
energia superficial libre, entre otros factores. Ademas, debe considerarse el simple hecho de que a
medida que disminuye el tamafio de las particulas la proporcion de atomos que se encuentran en su
superficie aumenta drasticamente *°.

Las nanoparticulas desde su concepcion moderna pueden ser definidas como particulas soélidas
coloidales con tamafio inferior a 1 um, pueden ser obtenidas por diferentes métodos y generalmente
presentan tamaiios entre 100 y 500 nm. Las micro y nanoparticulas de polimeros biodegradables son
motivo de una intensa investigacion en particular en el campo biomédico, donde encuentran
importantes aplicaciones como sistemas de liberacion de agentes terapéuticos. Las formulaciones de
micro y nanoparticulas poliméricas biodegradables permiten administrar de manera controlada y
sostenida la liberacion de un agente terapéutico. Entre las caracteristicas mas notables se encuentran:
alta biocompatibilidad con células y tejidos, estabilidad en circulacion sanguinea, no son tdxicas, no
son trombogénicas, no presentan respuesta inmune, no inducen efectos inflamatorios, no activan los
neutrdfilos, evitan el sistema reticuloendotelial y permiten la incorporacion de diversos agentes tales
como farmacos, proteinas, péptidos, y acidos nucleicos ** 7.

Los sistemas particulados que pueden actuar en liberacion controlada de agentes terapéuticos, se
pueden clasificar en funcion de su tamafio y distribucion, e interaccion de la particula y el agente.

Estas caracteristicas resultan muy importantes, dado que definen la interaccion de las particulas con la
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membrana celular y su penetracion a través de las barreras fisiologicas naturales. En la Figura 3. se

observan los diferentes tipos de sistemas particulados, y las posibles interacciones con el agente

terapéutico. Conforme a la composicion y organizacion estructural las micro y nanoparticulas pueden

ser clasificadas en micro y nanoesferas y en micro y nanocédpsulas. Las micro y nanoesferas no

presentan niicleo en su composicion y estan constituidas de una matriz polimérica que tiene en el

interior la sustancia activa retenida, o adsorbida en su superficie. Por otro lado, las micro y

nanocapsulas presentan un nicleo en que se encuentra la sustancia activa, rodeado por una cubierta o

MmrolNanocapsuIas/ .g

Agente
encapsulado

\©

Agente adsorbido
en superficie

coraza polimérica.

Micro/Nanoparticulas

con agentes

terapéuticos .
\ / Agente

disperso
*.',.

MicrolNanoesferaR

Figura 3. Clasificacion de particulas poliméricas y su relacidén con el agente terapéutico

Las investigaciones con sistemas micro y nanoparticulados portadores de agentes terapéuticos,
han sido enfocados principalmente en optimizar la velocidad de rendimiento en el régimen de
dosificacién del agente. Estas particulas presentan mayor estabilidad en fluidos bioldgicos y al

almacenamiento de las materias primas, comparadas con otros sistemas coloidales.

En la actualidad existen diversas aplicaciones de micro y nanoparticulas en el campo de la

biomedicina y farmacia, algunas de las aplicaciones se muestran en imagenes en la Tabla 1y se
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describen a continuacion:

1y

2)

3)

4)

5)

Nanodiagnostico por Quantum Dots: Son nanoconductores (Por ej: CdSe, PbS) que se
caracterizan por su pequefio tamafio de entre 2 nm y 10 nm. Una de las aplicaciones mas
prometedoras consiste en su empleo como marcadores de células dafiinas, dado que por su
emision de fluorescencia facilita la deteccion. Los quantum dots comienzan a ser comerciales
actualmente y diversos grupos de investigacion han demostrado su efectividad en la deteccion de
tumores en estadios primarios, lo que permite su rapida identificacion y extraccion *.

Detectores de CO , y sistemas de monitorizacion del sistema respiratorio: L.os sensores para
detectar CO , en las vias respiratorias basados en nanoparticulas permiten mayores y mejores
prestaciones de los sistemas actuales, basados en tecnologia infrarroja dispersiva o calorimetria.
Siendo estos ultimos mas costosos y con un mayor requerimiento energético. Las aplicaciones

mas proximas se prevén en el sector sanitario, sobre todo en la monitorizacion de pacientes con
patologias respiratorias *.

Liberacion controlada de farmacos: La biotecnologia y biomedicina permiten el uso de micro y
nanoparticulas para administrar agentes terapéuticos de manera vectorizada. De modo tal, que
resulte posible suministrar dosis especificas de diferentes agentes, en drganos que se encontraban
fuera de la accion terapéutica, o en los que su accidn era nociva o toxica. Se mejoran de esta
manera, la biodistribucion de numerosos farmacos, su solubilidad, coeficiente de particion y
dosificacion.

Medicina regenerativa. Sustitutos oseos: En la actualidad, para realizar sustituciones &seas
predomina la utilizacion de tejido dominante. Estos, frente a su buena biocompatibilidad presentan
una serie de desventajas, ya que son costosos, escasos y presentan riesgo de transmision de
enfermedades frente a los materiales sintéticos. Una linea de investigacion actual es el desarrollo

de nanoparticulas a base de hidroxiapatita, con un gradiente de porosidad en funcién de la
proporcion de hueso que se desea sustituir, de forma de obtener un alto rendimiento mecanico y

una buena regeneracion oOsea.

Implantes de rodilla y caderas: Un implante es una estructura artificial cuyo proposito es
reemplazar o estabilizar funciones dafadas del cuerpo, siendo la biocompatibilidad, resistencia a

la corrosion, resistencia a la fatiga, y tenacidad (resistencia a la fractura), requisitos fundamentales
en aplicaciones de reemplazo 6seo. Las protesis de rodilla y de cadera que se estan investigando

en la actualidad se basan en compuestos cerdmicos de alimina-circona con microestructuras de

tipo micro-nano es decir, una matriz de alimina en el rango micrométrico y nanoparticulas de

circona, o de tipo nano-nano. Estos nuevos materiales poseen valores de resistencia a la fractura
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nunca antes alcanzados por ningin 6xido ceramico, mejoran la osteointegracion de las protesis, ya
que la estructura cristalina de los huesos estd formada por cristales nanométricos y favorecen la
adhesion de las células 6seas. Todas estas cualidades hacen que la vida util de estas prétesis pueda
llegar a superar la esperanza de vida del paciente.

6) Modificacion de sueros en medicamentos: Uno de los aspectos importantes que introduce la
nanotecnologia es la modificacion de las propiedades fisicas del agua mediante dopaje con
nanoparticulas. A modo de ejemplo tratar de reproducir la propiedades del agua en el interior de
las células utilizando disolucién de nanoparticulas inorganicas dando por ejemplo propiedades
hidrofilicas o hidrofébicas. Ademés se puede utilizar, ya sea como agente biocatalizador,
surfactante y medio de soporte para el crecimiento de células.

7) Polimeros electroactivos: En la tultima década se han disefiado polimeros denominados
electroactivos (EAP) que responde a un estimulo eléctrico con un cambio significativo de
volumen o tamafio lo cual se asimila mucho al comportamiento de los musculos. La propiedad
mas interesante de estos polimeros es la capacidad de emular los musculos bioldgicos, sin
embargo como tecnologia emergente, se deben mejorar todavia algunos aspectos técnicos como
son la intensidad de las fuerzas desarrolladas, su baja eficiencia, y la baja disponibilidad de
materiales a nivel comercial *'.

8) Sensores de ADN: La aparicion en el mercado de nanotubos de carbono amplid
considerablemente la posibilidad de nanoestructuracion de superficies como es el caso de los
electrodos serigrafiados de oro o grafito. Los nanotubos de carbono aportan, desde el punto de
vista superficial, nuevas propiedades con respecto a la adsorcion, aumento del area superficial y
transferencia electronica. Estas propiedades, daran lugar al desarrollo de transductores que podrian
ser aplicados en la construccion de sensores de ADN de alta sensibilidad. Las aplicaciones mas
inmediatas de este tipo de sensores serian en sectores de sanitarios, agroalimentario,
medioambientales o cualquier otro que tenga necesidades de identificacion y cuantificacion de
ADN. Investigadores del CSIC han participado en el desarrollo de un biosensor de ADN que
permite detectar secuencias genéticas gracias a la sefal eléctrica que se genera cuando se unen dos
cadenas de ADN complementarias (hibridacion). Un sistema asi podria ser aplicado en el futuro
para el diagndstico médico, para la deteccién de mutaciones genéticas u otras aplicaciones en las
que se requiera detectar ADN de forma inmediata **.

9) Sensores de antigenos: La tecnologia de serigrafiado, conocida como de capa gruesa
(Aproximadamente como de 10 um de espesor), facilita la posibilidad de wusar circuitos
electronicos como transductores de inmunosensores. Con un tamafio de particula de 5 um de

diametro promedio es posible conseguir una superficie microestructurada con un gran poder
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adsorvente para cualquier material proteico y disponer de una herramienta para fabricar

inmunosensores especificos para cualquier tipo de antigeno y con elevada sensibilidad.

Tabla 1. Aplicaciones micro y nanoparticulas

Tecnologia Imagen Descripcion

Células cancerigenas identificadas
mediante incorporacion quantum
dots.

Quantum Dots

d - Graphene layer
Au NP

Registran el nivel de dioxido de
carbono en ppm, en los espacios
Zn0 nancwal cerrados habitados y miden la
Silica substrate 4 .
concentracion de CO; en el aire.

Detectores de CO,

Al layer

Nanoparticulas de oligoquitosano
para liberacion controlada
intracelular.

Liberacion Controlada de
Farmacos

Nanoparticulas de hidroxiapatita
incluida en matriz polimérica porosa
para regeneracion de tejido 6seo.
Fuente: Lawrence Berkeley Nacional
Laboratory

Medicina Regenerativa

Protesis de rodilla unicondilar
minimamente invasiva.
Fuente: Ceramica Industrial
Montgatina.

Implantes de rodillas
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Productos comercializados por la
empresa Neowater, que pueden
otorgar propiedades hidrofilas o
hidrofobas sueros. Ej. uso como
solvente de sustancias que son
insolubles en agua.

Modificacion de sueros

Pelicula de musculo artificial hecha
de 10 capas de elastomero dieléctrico
de alto rendimiento apiladas con 20
Polimeros Electroactivos actuadores.

(Soft Materials Research Lab,
UCLA)

Imagen TEM de biosensor
constituido por un chip de 1
centimetro cuadrado en el que se
integran 896 transistores de efecto de
campo construidos con nanotubos de
carbono de capa unica.

Sensores de ADN

Electrodo usado en la concepcion
de dispositivos para la deteccion
de antigenos y anticuerpos

Sensores de antigenos

.

1.2.1. Regulacion en la fabricacion de medicamentos

De acuerdo con el articulo 3 del decreto N° 1490/92, es la Administracion Nacional de
Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (A.N.M.A.T) quien tiene la competencia en todo lo
que refiere a control y fiscalizacion sobre sanidad y calidad, entre otros productosde Ilas
especialidades medicinales y al control de las actividades, procesos y tecnologias que se realicen en

funcion del aprovechamiento, produccion, elaboracion, fraccionamiento, importacion y/o exportacion
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de productos, sustancias, elementos y materiales consumidos o utilizados en la medicina humana.

Las buenas practicas de fabricacion (BPF) constituyen el factor que asegura que los productos se
fabrican de una forma uniforme y controlada de acuerdo con las normas de calidad adecuadas al uso
que se pretenda dar al producto y conforme a las condiciones exigidas para su comercializacion. Por
otra parte las verificaciones que realiza la Administracion Nacional es solo para verificar la adecuacion
de la empresa a la BPF sino también a orientarlas en la modificacion de procedimientos de
produccion, distribucion y comercializacion que pueden resultar riesgoso para la salud, promoviendo

un impacto positivo en el aseguramiento de la calidad de los medicamentos
Los requisitos de las BPF son los siguientes:

1) Todos los procesos de fabricacion se definen claramente, se revisan sistematicamente en funcion de
la experiencia adquirida y son capaces de producir de forma uniforme medicamentos de la calidad

requerida y con la especificaciones.
i1) Se validan los pasos criticos del proceso de fabricacion y los cambios significativos del proceso
1ii) Se proporcionan todos los medios necesarios para cumplir con las BPF:

a) Personal adecuadamente formado y calificado
b) Instalaciones y espacios adecuados

c) Equipos y servicios necesarios

d) Materiales, envases y rotulos correctos

e) Procedimientos e instrucciones, aprobadas conforme al sistema de calidad farmacéutico

1.3. Electrospray monoaxial y coaxial

La ingenieria de particulas comprende el estudio de diferentes técnicas con el fin de obtener
particulas de tamafio, morfologia, estabilidad y funcionalizacion deseada, para aplicaciones especificas
en el &mbito farmacéutico, alimenticio, cosmético y agroindustria. Electrohydrodynamic atomization o
electrospray (EHDA) es una técnica que ha sido estudiada por mas de un siglo, sin embargo recién en
la década de 1990 ha comenzado a ser usada para procesar y producir nano y micro materiales

estructurados. Debido a la simplicidad y la flexibilidad en el esquema experimental del EHDA, ha sido
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exitosamente utilizada para la obtencion de particulas con composicion, estructura, tamano,
morfologia, y forma controlada. También ha sido usado para realizar recubrimiento de superficies con
nano y microparticulas. La EHDA es una técnica fascinante para la preparacion de un gran rango de
micro y nano particulas ampliamente usadas en el campo farmacéutico, alimentos y medicina entre

otros.

La Figura 4. muestra el tipico esquema experimental de EHDA. Una soluciéon de polimero
(artificial o natural) es infundida de manera controlada y a un caudal conocido @, a través de un tubo
capilar o aguja. La aguja es mantenida a un alto potencial ¥ respecto a un electrodo cercano (colector),
por accion de una fuente de alta tension aplicada. En la figura se observa el electrodo colector como
una placa plana conectada a tierra. Por la aplicacion de un elevado potencial V' del orden de los
Kilovolts y un caudal @, la solucion polimérica en la punta de la aguja adopta una forma estacional
conica cuyo vértice expulsa de manera continua un microchorro que rompe en gotas. La estabilidad
conica del menisco puede ser s6lo producida con valores de potencial y caudal bien definidos, los

cuales dependen de las propiedades fluidomecanicas y electrostaticas de la solucion.

En este tipo de procesamiento, el menisco electrificado es conico y usualmente llamado “cono de
Taylor” en honor de Sir. Geoffrey I. Taylor (1886-1975), fisico y matematico britanico, que demostrd
matematicamente que las interfaces conicas con cargas eléctricas a potencial constante pueden estar en
equilibrio hidrostatico y equilibrio electrostatico *. En la Figura 5 se registrd una imagen del proceso

experimental que muestra el cono obtenido durante el procesamiento de las particulas de este trabajo.

Embolo

Solucién PCL
Solucion Qui-F

Jeringa

Solucion externa
Solucién interna

Aguja

Particulas secas

Colector

Figura 4. Esquema proceso de electrospray coaxial para preparacion de particulas core-shell biofuncionales
PCLI-QF
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Figura 5. Imagen del cono de Taylor obtenida en la practica experimental

Existen algunos modelos fisicos que se usan para describir la electrohidrodindmica de la region de
transicion entre el cono y el microchorro *. Estos modelos predicen el tamafio medio de la gota d ;y la
corriente eléctrica I en funcion del caudal Q y de las propiedades del liquido: densidad p, tension
superficial y, conductividad eléctrica K y la constante dieléctrica e. Estas relaciones son llamadas
“leyes de escalamiento de electrospray” **,y fueron Fernandez de la Mora y col. los pioneros en
plantear un modelo que predice las siguientes relaciones para el diametro mdadrochorro y la

corriente, segln las ecuaciones:

K

Jn (Qeoe)1/3

Ec.1

3

I:f(g)(M)u2 Ec.2

Otra alternativa para la ley de escalado fue propuestas por Gafian-Calvo y col. *:
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1/6

d,=3.78 x 2%0.6 Q" % Ec.3
[=4.25 QKQY Ec.4
" (m)

Donde @, es definido como ye/(Kp). Experimentalmente, se predice mejor la corriente que el
diametro de gota, en parte porque la relacidn entre el diametro del chorro y de la gota dependen de

factores no relacionados con estas leyes.

Electrospray o electrospraying es una fina dispersidon de gotas liquidas en un medio gaseoso,
tipicamente a presidén atmosférica, en donde las gotas sufren la evaporacion superficial del solvente
(o medio liquido) y experimentan fuerzas repulsivas entre ellas. La elevada carga eléctrica superficial
de las particulas evita su aglomeramiento, aunque se han observado diferentes situaciones en las que
la presencia de solvente residual genera el aglomeramiento de las micro y nanoparticulas. Los fluidos
newtonianos forman microchorros convectivamente inestables que rompen en microgotas, algunos
ejemplos de estos son agua, solventes organicos, una solucidn diluida o nanoparticulas dispersas en
estos solventes. También los microchorro de liquidos viscoelasticos, como soluciones poliméricas
concentradas, pueden resistir la tensidn superficial y formar filamentos continuos gracias al

entrecruzamiento de las cadenas.

1.4. Liberacion controlada a partir de particulas

Los sistemas de liberacion controlada establecen un control temporal, y pueden ser de tipo
prolongado, retardado, o pulsatil; y en referencia al control espacial pueden ser sitios-especificos y
sistemas diana o vectorizados. Los sistemas de liberacion controlada pueden agruparse en: sistemas
controlados por difusion, sistemas controlados por activacion del solvente, sistemas controlados por

reaccion quimica o enzimatica y sistemas controlados por el ambiente fisioldgico.

Sistema de liberacion controlada por difusion: La difusion se produce cuando el agente terapéutico
disperso o contenido en un reservorio, se libera del polimero contenedor (Figura 6.). Esta forma se

presenta en implantes, sistemas transdérmicos y dispositivos de administracion oral, como sistemas
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matriciales. La cinética de liberacion del agente terapéutico estd gobernada por sus propiedades fisicas,
particularmente por su peso molecular y su solubilidad en la matriz polimérica y en agua, por la

propiedad fisica de la matriz, por su geometria y por la cantidad de farmaco incorporado.

Microesfera de
Biopolimero

T

Figura 6. Difusion de agente terapéutico a partir de una matriz polimérica

Sistema de liberacion controlada por activacion del solvente: La liberacion del agente terapéutico
esta controlada por la velocidad de difusion del medio acuoso interior (Figura 7). El sistema puede
hincharse, generando canales o poros para la salida del agente, o en otros casos impulsarlo por un

sistema osmotico que emplea membranas rigidas semipermeables.

Figura 7. Sistema de liberacion de agente terapéutico por activacion del solvente: a) sistema
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controlado por hinchamiento, b) sistema reservorio.

Sistemas de liberacion controlada por reacciéon quimica o enzimatica: La liberacion del agente terapéutico
esta determinada por una reaccion quimica de tipo hidrolitica o enzimatica, que tiene lugar en polimeros

biodegradables y biocompatibles, que se eliminan del organismo por rutas fisiologicas convencionales.
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Figura 8. Sistema de liberacion a partir de polimeros biodegradables: a) degradacion de masa, b)

erosion superficial

Sistemas de liberacion controlada por el ambiente fisiologico: Son aquellos formados por
polimeros que responden subitamente a modificaciones de las condiciones fisicas o quimicas en un
ambiente con cambios pronunciados de sus propiedades, dichos estimulos pueden ser fisicos, quimicos

o bioquimicos.
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hinchable

Orificio de salida

SEEEEEREREDR
'.

*
*

Farmaco 1

Farmaco 2

. 1

'IIIIIII-IIIIIIIII..
+*
SEEEEsEEEEEEEEENGR"

*
by SEEEEREREEEDN
Membrana

semipermeable

28



Figura 9. Sistema de liberacion controlada por ambiente fisioldgico. Esquema de bomba osmotica.

1.4.1. Modelos matematicos de cinética de liberacion

La cinética de liberaciéon estd relacionada con la comprension e interpretacion de complejos
fendémenos de liberacion que estan relacionados con factores tales como la quimica, cristalinidad,
solubilidad, cantidad y tamafio de particulas, factores independientes del medio de liberacion,
transporte de masa a través de la matriz polimérica, y técnicas de preparacion, entre otros. Los

modelos que describen la cinética de liberacion se pueden clasificar en:

a) Modelos mecanicistas o reales, en los que la ecuacion M = f (t) tiene sentido real y los
parametros que los constituyen se explican como resultado de un analisis tedrico.
b) Modelos empiricos 0 no mecanicistas, basados en ecuaciones cuyo €xito reside en la capacidad

para ajustar curvas experimentales.

El modelado matemaético intenta predecir el comportamiento de agente terapéutico minimizando el

numero de ensayos y optimizando el desarrollo de productos farmacéuticos.

Los mecanismos cinéticos mas importantes en el proceso de liberacion controlada son la difusion, el
hinchamiento y la erosion. Los casos de difusion se describen mediante la segunda ley de Fick,
estrechamente relacionados con la geometria del sistema que determina la aplicacién de la ecuacion.

Asi mismo, es igual de importante conocer la constante de difusién y como se ve influenciada por la
concentracion del polimero. La interaccion entre la matriz polimérica y el flujo ingresante
determinara la mejor aproximacion o menor afinidad con los modelos cinéticos. Si es posible
considerar que el fendmeno principal que afecta la velocidad de liberacién es el gradiente de
concentracion y se considera la constante de difusion independiente de la concentracién, respondera

a la primera ley de Fick “. Contrariamente, a mayor afinidad con el fluido ingresante, la expresion
dependera de las caracteristicas fisicoquimicas del polimero (peso molecular, viscosidad, etc), en este

caso la difusividad depende del hinchamiento del polimero, proceso controlado por la segunda ley de

Fick.

Los mecanismos pueden afectarse por la existencia de recubrimientos que modifican la velocidad
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de liberacién al relajar las cadenas poliméricas, pero manteniendo la velocidad de difusidn del agente
terapéutico inalterada. Permitiendo desarrollar sistemas que empiezan a actuar luego de un tiempo

determinado, que se relaciona con el tipo y espesor de recubrimiento.

Finalmente, los procesos fisicoquimicos relacionados con la solubilidad del agente terapéutico en

el medio acuoso de liberacién, permiten distinguir tres casos *:

Agentes muy solubles (> 5 mg.ml™): la disolucion depende del tiempo de infiltracion del medio en la

matriz, es decir el tiempo en que el medio penetra e hincha la matriz polimérica.

Agentes poco solubles (< 0,5 mg.ml™): la liberacién dependerd de la erosidn de la matriz polimérica,

dado que el agua que ingresa e hincha el polimero no alcanza para solubilizar el agente terapéutico.

Agente parcialmente soluble (entre 0,5y 5 mg.ml ™): es un comportamiento intermedio entre los
anteriores, es decir que la velocidad de liberacién dependerd de la velocidad de infiltracion e

hinchamiento de la matriz, y por lo tanto de la velocidad de erosién de la matriz polimérica.

Por todo lo mencionado, se puede concluir que la liberacidn de un agente a partir de un sistema
polimérico depende tanto de la composicion como de la geometria del sistema. Se presentan a
continuacién algunos de los modelos mecanicistas mayormente empleados en el ajuste de la cinética

de liberacion.

1.4.1.1. Modelo de Orden Cero

Este modelo surge del desarrollo teorico del estudio cinético de las reacciones quimicas, en las que
el término “orden” de reaccion se refiere a la forma en que la concentracion de una sustancia influye
en la velocidad. De manera que se denomina “cinética de orden cero”, a aquella en la cual la velocidad
es independiente de la concentracion. Es decir que la velocidad de difusion del agente terapéutico es
constante e independiente de la concentracion inicial, asumiendo que el area permanece invariable. La

ecuacion del modelo se expresa como:

Mt
v; =A+k.t Ec.5

siendo:

M:: cantidad absoluta del agente terapéutico liberado en un tiempo t
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M..: Cantidad total del agente terapéutico liberado a tiempo infinito
A: cantidad inicial de agente terapéutico en solucion

k: constante de velocidad

Este sistema se emplea satisfactoriamente para el ajuste de datos de liberacion obtenidos a partir de

sistemas osmoticos y reservorios, también son aptos para describir parcialmente la liberacion en

sistemas matriciales.

1.4.1.2. Modelo de Higuchi

Es uno de los modelos matematicos mas frecuentemente usados para describir la velocidad de
liberacion del agente terapéutico de un sistema material, con modificacion posterior y extendido a

diferentes geometrias, el modelo responde a la Ec. 6

M,=A.[D.(2.G—C,). Cs. ]'"*  para Co<C,

que puede expresarse como fraccion de masa liberada

t :KH- t1/2 Ec.6

con Ki=[D (2.Co-Cy).C]", la constante de velocidad y siendo:

M:.: cantidad absoluta del agente terapéutico liberado en un tiempo t
M..: Cantidad total del agente terapéutico liberado a tiempo infinito
A: Area superficial del sistema de liberacion

D: coef. de difusion en la matriz polimérica

Co: concentracion inicial

C;: La soldabilidad del agente terapeutico

M..: Cantidad total del agente terapéutico liberado a tiempo infinito

Este modelo presenta alguna consideraciones a tener en cuenta, las cuales son:
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a) La concentracion inicial del agente terapéutico en el sistema es mucho mayor que la
solubilidad del agente en el mismo (Condiciones Sink)

b) El analisis matematico se basa en la difusion unidireccional (se desprecian las condiciones de
contorno)

c¢) El tamafio de particula de agente terapéutico disperso en el sistema polimérico no es
significativa frente al espesor

d) El hinchamiento y disolucion del polimero son despreciables

e) La difusividad del agente es constante.

f) En todo proceso de liberacion se mantiene las condiciones sink

Este modelo se puede aplicar con mayor exactitud a matrices unidireccionales tales como peliculas

poliméricas poco solubles que no sufran hinchamiento y donde el agente es muy soluble *.

1.4.1.3. Modelo de Korsmeyer-Peppas

Los primeros modelos desarrollados en los afios 70 explicaban la liberacion con mecanismos
basados en la difusion a través de matrices inertes o membranas, intercambios 16nicos, 0SmMosis,
hinchamiento, etc., resultando inapropiado dado que en numerosos casos un solo mecanismo no

describe fehacientemente el comportamiento de liberacion.

Peppas y colaboradores desarrollaron un modelo que tiene en cuenta no solo la difusion del agente
terapéutico, sino también la relajacion de las cadenas del polimero como determinantes de la
liberacion. En este modelo la dependencia de la velocidad de liberacidon con el tiempo se denomina

también ley de potencia *.

M,
—= Kpt+t" Ec.7
M KP

00

siendo:
Kkr: constante que refleja las caracteristicas estructurales y geométricas
n: exponente de liberacion, que indica el mecanismo de liberacion.

Esta ecuacion puede analizarse como el resultado de la combinacion de dos procesos aparentemente
independientes: el transporte del agente terapéutico que obedece la ley de Fick, y el hinchamiento de la
matriz que involucra la transicion de un estado semirrigido a otro mas flexible (trasporte caso II). De

acuerdo a los valores de n, puede identificarse los siguientes mecanismos de liberacion:
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Orden cero (n = 1): Se dice que hay un hinchamiento controlado en la liberacion del agente. El
mecanismo que prevalece es el que corresponde al transporte caso I en polimeros, en el cual se
considera la relajacion de la matriz polimérica cuando el agua embebe el polimero, siendo esta la

responsable del control de la velocidad de liberacion.

Difusion Fickiana (n = 0,5): Se refiere al caso en que la rapidez de penetracion del medio acuoso es

inferior a la velocidad de relajacion de las cadenas poliméricas.

Difusién anémala (0,5 < n < 1): En este caso coexisten los mecanismos de difusién y expansion de la
matriz polimérica, es decir que durante el hinchamiento, el fendmeno de difusion estd simultaneamente

acompanado por relajacion viscoelastica de las cadenas poliméricas.

Difusion cuasi-Fickiana (n < 0,5): ocurre cuando la velocidad de penetracion del medio acuoso es

mucho menor que la velocidad de relajacion de las cadenas del polimero.

Super caso tipo II (n > 1): Se asocia a la presencia de poros en la matriz polimérica, que permite
mayor area superficial e ingreso de medio acuoso, y que sirve como una via para que el medio difunda

a través de la matriz.

Los valores de los exponentes de difusion caracteristicos n para diferentes geometrias se encuentra en

la Tabla 2.

Tabla 2. Mecanismos de liberacion difusional para sistemas no hinchables de diferentes geometrias

Film Cilindro Esfera Mecanismo de liberacion
n<0,5 n < 0,45 n <0,43 Difusion cuasi-Fickiana
0,5 0,45 0,43 Difusién Fickiana

0,5<n<1 0,45 <n<0,89 0,43 <n<0,85 Difusion anomala
1 0,89 0,85 Transporte caso Il
n>1 n> 0,89 n> 0,85 Transporte super caso II

2. Objetivos
2.1. Objetivo general
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El objetivo general de este trabajo consiste en la obtencion de particulas poliméricas de tipo core-
shell a partir de un polimero sintético biodegradable y biorreabsorbible como core, y un biopolimero
funcionalizado como shell, que permitan la vectorizacion y liberacion controlada de un agente

terapéutico pobremente soluble en agua (clase I y IV, clasificacion biofarmacéutica).
2.2. Objetivos especificos

e Optimizar los parametros del proceso para la preparacion de particulas core-shell de PCL-
Quitosano mediante la técnica de electrospray.

e Realizar la caracterizacion fisicoquimica y morfologica de los materiales mediante analisis térmico
(DSC), infrarrojo (FTIR), microscopia electronica de barrido (SEM), y dispersion dindmica de la
luz (DLS).

e Estudiar el contenido de fArmaco incorporado en las particulas core-shell y la cinética de liberacion
del farmaco mediante espectroscopia ultravioleta/visible (UV-Vis). Analizar la relacion estructura-
propiedad del sistema core-shell.

e Proponer un escalado del sistema 6ptimo de liberacion obtenido.

e Realizar un estudio de mercado del sistema de liberacion controlada de farmacos.

3. Materiales

Para el presente trabajo se utilizd poli(€-caprolactona) (PCL) (Aldrich) con un peso molecular
promedio en nimero (Mn) 14 kDa. La PCL es un poliéster alifatico, lineal semicristalino
biocompatible, biodegradable y biorreabsorbible con temperatura de fusion (T ) baja (entre 58 y 64
°C) y temperatura de transicion vitrea (T ) de aproximadamente 60 °C. En condiciones fisioldgicas, se
degrada mediante hidrolisis de sus enlaces éster, dando lugar al acido 6-hidroxicaproico, y la velocidad
de este proceso depende de la forma, tamafio y aditivos del sistema estudiado. Este proceso de
degradacion primero ocurre ruptura de la cadena de forma que disminuye el peso molecular, y
posteriormente estas cadenas mas pequenas, son transportadas fuera del sitio de implantacion por los
fluidos del cuerpo o por fagocitosis. El caracter hidrofobico de la PCL, debido a la cadena de cinco
grupos metilos por unidad repetitiva, se aprovecha para el disefio de sistemas para liberacion
controlada de farmacos de accidon prolongada. Tal es el caso del dispositivo de liberacion controlada
Capronor™ que permite la liberacion del anticonceptivo progestigeno levonorgestrol a partir de

capsulas de administracion subcutaneas, por un periodo de 18 meses. Se ha demostrado que el
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polimero no es tdéxico, excepto por una pequeia irritacion en lugar del implante. Entre otras
aplicaciones biomédicas, tales como apoésitos de heridas, dispositivos anticonceptivos, dispositivos de
fijacion, odontologia y en ingenieria de tejidos (6sea, de cartilago, de tendones y ligamentos,

cardiovascular, de vasos sanguineos, de piel, y de nervios).

Las particulas de PCL se recubrieron con una cubierta superficial del polimero de origen natural
quitosano de peso molecular medio, obtenido de Aldrich. Desde el punto de vista fisicoquimico es un
biopolimero hidrosoluble que puede formar peliculas, hidrogeles, andamios porosos, fibras, micro y
nanoparticulas en condiciones y medios acidos suaves. Ademas, el caracter policationico le confiere al
quitosano alta afinidad para asociar macromoléculas terapéuticas (insulina, pADN, siARM, heparina,

etc.) y antigénica, a las cuales protege de la degradacion enzimatica e hidrolitica.

ot
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Figura 10. a) Estructura quimica de poli(e-caprolactona), segiin nomenclatura [IUPAC (1,7)-
polioxepan-2-ona. Los extremos de cadena suelen tener grupos hidroxilos. b) Estructura quimica de la

molécula de Quitosano.

Para la funcionalizacién de las particulas se usé acido folico, obtenido de Drogueria Saporiti, que en
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conjunto con el folato son formas de la vitamina B solubles en agua. El folato esta presente en los
alimentos y el acido folico es la forma sintética de esta vitamina. El 4cido folico se usa tanto en la
prevencion y el tratamiento de los bajos niveles de folato como para las complicaciones que resultan,
como por ejemplo la anemia y la inhabilidad del intestino para absorber los nutrientes de manera
adecuada. Todos los folatos tienen en comun la estructura del acido pteroilglutamico (PteGlu),
molécula constituida por un anillo de pteridina unida por un puente de metileno a un residuo de acido

p-aminobenzoico que a su vez se une a un enlace amida a un residuo de enlace glutamico.

W;; j\/ ACIDO BLUTAMICO

F’TERIDJNJ&. ACIDO PARA!'.'}INO CDC.H
BENZOICO PABA

CCIOH

Figura 11. Estructura quimica de la molécula de acido félico

El farmaco utilizado fue Ivermectina, un agente semisintético derivado de las avermectinas con
actividad contra helmintos y ectoparasitos. Las avermectinas son lactonas del actinomiceto
Streptomyces avermectinius y son similares a los de los antimicrobianos macrélidos, pero no poseen
actividad antibacteriana. La ivermectina es un andlogo semisintético de la Avermectina BI a

(Abamectina). Hoy en dia se conocen varias avermectinas:

e [vermectina

e Abamectina

e Doramectina

e Moxidectina

e Emamectina

e Nemadectina
e Eprinomectina

e Selamectina

De todas ellas, la tinica indicada y probada en humanos es la Ivermectina. La ivermectina es un
polvo cristalino blanco a blanco amarillento insoluble en agua, pero soluble en metanol y etanol al

95%. En cuanto a su toxicidad, en general, es bien tolerada y las reacciones adversas son
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generalmente menores y raras.

OH

4. Métodos

Image 1D: 2HFHCEY

www.alamy.com

A fin de conseguir la optimizacion en la producciéon de particulas de PCL (PCLp) y PCL-
Ivermectina (PCL-Ip), se empleo el polimero sintético PCL (Mn = 14 kDa) para preparar soluciones al
7 % p/v en mezcla de solventes acido acético : diclorometano (AA:DCM). Se analizaron distintas
relaciones de los solventes empleados (AA:DCM=9:1, 7:3, 5:5). Se estudiaron distintos pardmetros
del proceso de electrospray: distancia aguja-colector (d = 10, 15, 20 cm), diferencia de potencial (v =
15, 17,20 kV), y velocidad de flujo (¢ =0,10; 0,25; 0,45 ml/h). La cantidad de ivermectina a
incorporar se estableci6 a partir de su Concentracion Inhibitoria Minima (MIC) reportado para
Leishmaniasis 90 — 100 nug/ml, y Malaria en 5000 ng/ml. Una vez seleccionadas las condiciones
Optimas para la preparacion de las particulas de PCL, se incorpor6 la ivermectina en las soluciones
poliméricas en relacion 7,14 % p/p respecto de PCL. La Tabla 3 describe las caracteristicas y

parametros del procesamiento empleado para la preparacion de las diferentes muestras.

Tabla 3. Condiciones experimentales para la obtencién de particulas de PCL.
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Muestra Conc. | Conc. | Solvente Aguja | Potencial | Caudal Caudal | Distancia
PCL I (v:v) (kV) Interno | Externo (cm)
(% piv) | (%plp) | (AA:DCM) (mL.h") | (mL.h")
PCLp (9:1) 7 - 9:1 Mono 17 0,25 - 15
PCLp (7:3) 7 - 7:3 Mono 17 0,25 - 15
PCLp (5:5) 7 - 5:5 Mono 17 0,25 - 15
PCL-Ip 7 7,14 7:3 Mono 17 0,25 - 15
PCL-I/ChFp 7 7,14 7:3 Coax 20 0,25 0,50 15
PCL/Chp 7 - 7:3 Coax 20 0,25 0,50 15

AA: Acido acético; DCM: Diclorometano; *:Concentracién en funcién de masa de PCL

4.2.  Preparacion de particulas core-shell de PCL/ChFp y PCL-I/ChFp

Para la preparacion del nucleo (core) de las particulas se emplearon soluciones como las
descriptas en la seccién 4.1. Para la cubierta o shell de las particulas se sintetizo quitosano-folico
(ChF). El 4cido félico (F) se unio al quitosano por ataque nucleofilico del grupo amino de Ch al
carbono electrofilico del grupo acido de F activado. Para ello, se prepar6 una solucion de acido folico
(F, 0,9 mmol) y clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (EDC, 0,9 mmol) en 20
mL de dimetilsulfoxido (DMSO), con una relacion molar 1:1 de F y EDC. Por otro lado, se coloco 1 g
de Ch en una solucion de acido acético 1,5% V/V. Una vez disuelto el polimero, se le agregd la
solucion de 4cido folico y se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente durante 16 horas.
Posteriormente, se dializo durante 4 dias en agua destilada (2 cambios de agua destilada por dia), y por
ultimo se liofilizo, obteniéndose un polvo de coloracion amarilla debido los anillos aroméaticos del
acido folico. Se prepar6 una solucion de ChF al 2 % p/v en &cido acético 1 M para su posterior

procesamiento.

Mediante el empleo de la técnica de electrospray coaxial, se estudiaron diferentes condiciones de
procesamiento para la obtencion de particulas bicapa biofuncionales con de PCL/ChF y PCL-I/ChF. Se
evaluaron distintas condiciones experimentales tales como, diferencias de potencial (15, 17, 20 kV),
distancia aguja-colector (10, 15, 20 cm) y velocidades de flujo relativas entre la solucion exterior
(core, @n)y la solucion interior (shell, @ o) (0 x/Oin = 1; 1,5; 2; 2,5; 3). A partir de los resultados
obtenidos se determinaron las condiciones de procesamiento mas adecuadas para la preparacion de las

particulas core-shell sin ivermectina (PCL/ChFp) y con ivermectina (PCL-I/ChFp) como se observa en
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la Tabla 3.

4.3. Caracterizacion morfologica de las particulas de PCLp y PCL/ChFp con y sin Ivermectina

Resulta fundamental el estudio de la forma y tamafo de las particulas elaboradas en este trabajo, es
por ello que se emple6 la técnica de Microscopia Electronica de Barrido (SEM) para realizar la
caracterizacion morfologica de las particulas preparadas. Se aplicaron técnicas de andlisis digital de
imagenes a las micrografias SEM, para determinar el didmetro medio de particulas y la distribucién de
didmetros de las mismas. Por otro lado, se emple6 la técnica de Dispersion Dinamica de la Luz (DLS)

para determinar el didmetro medio de las particulas e indice de polidispersidad.

4.3.1. Microscopia electronica de barrido (SEM)

El ojo humano tiene la capacidad de distinguir dos puntos separados 0,1 mm, considerando
condiciones de iluminacion adecuada y a 30 cm de distancia, lo que se conoce como poder de
resolucion del ojo humano. Es decir que si los dos puntos estuvieran mas proximos, seria imposible
para el ojo distinguirlos y se reconoceria una unica imagen. Para poder aumentar el poder de
resolucion se han empleado instrumentos tales como la lupa o microscopia Optica, que permiten
magnificar esta distancia y distinguir con mayor resolucion distancias menores a los 0,1 mm. El
microscopio Optico permite magnificar hasta 2000 veces (2000x) el tamafio de un objeto y resolver

detalles hasta 0,2 um.

Con el objetivo de sobrepasar los limites de un microscopio Optico es necesario emplear
instrumentos que usan radiaciones diferentes a la luz para formar la imagen. Los microscopios
electronicos de barrido permiten obtener imagenes mediante la deteccidon, procesamiento y
visualizacion de las sefales resultantes de las interacciones entre un haz de electrones de alta energia
con la materia. Dichas interacciones pueden proporcionar informacion sobre topografia, composicion y

estructura en tres dimensiones, y variar su orientacion segun dos ejes de rotacion.

En la Figura 13 puede observarse un esquema de un microscopio electronico de barrido, en el que
los electrones son generados mediante un cafidn de electrones, que consiste en un filamento caliente de
tungsteno de didmetro aproximado de 0,1 mm. Dicho filamento catdédico se mantiene a un potencial de

1 a 50 kV respecto al anodo colocado en el caiidn, y rodeando al filamento hay una capsula o cilindro
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de Wehnelt, que esta cargado negativamente respecto al filamento. El efecto del campo eléctrico en el
cainodn es el que provoca que los electrones emitidos converjan sobre un punto minusculo llamado la
zona de paso (do). El equipo cuenta con un sistema de lentes magnéticas, condensadores y sistemas de
enfoque, que sirven para reducir la imagen en la zona de paso (d (= 10-50 um) a un tamafio final sobre
la muestra de 5 a 200 nm. En el equipo de SEM el barrido se lleva a cabo mediante los dos pares de
bobinas localizadas entre las lentes del objetivo, uno de los pares desvia el haz en la direccidon X hacia
la muestra y el otro lo desvia hacia la direccion Y. En contraste con otras formas de microscopia, en la
de barrido no existe una imagen verdadera de la muestra, toda la informacion se obtiene directamente

del mapa de la superficie de la muestra *.

La versatilidad de la microscopia SEM en el estudios de solidos proviene de la amplia variedad de
sefiales que se generan cuando el haz de electrones interacciona con el solido. En la Figura 14 se
observa un esquema de las sefiales que pueden obtenerse, luego de la interaccion de un haz de
electrones con la materia. Estas interacciones se consideran en dos categorias: inferacciones elasticas,
que afectan la trayectoria del haz sin que se altere de manera significativa sus energias, e interacciones
inelasticas, que resultan de la transferencia total o parcial de la energia de los electrones al sélido. La
sefal de electrones secundarios surgen de una region que es del mismo orden que el didmetro del haz
incidente de electrones, y por esta razon son capaces de proporcionar resoluciones espaciales mucho
mas altas que las otras sefiales, y son las mas ampliamente usadas en los sistemas de microscopia

electronica de barrido.
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Figura 14. Diagrama de las sefiales obtenidas mediante SEM
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En este trabajo se empled microscopia SEM (Microscopio JEOL, Modelo JSM-6460LV Denton
Vacuum Desk II, JEOL USA Inc.) para el analisis de las particulas, dado que permite obtener
imagenes con buenas resoluciones en el orden submicrométrico y nanométrico, acorde al tamafio de
las estructuras que se pretendia medir. En la Figura 15. se muestra una imagen del equipo empleado.

A fin de evaluar las caracteristicas morfologicas se tomaron muestras de las particulas preparadas a
partir de las diferentes condiciones de procesamiento detalladas en las secciones 4.1 y 4.2. A partir de
las imagenes obtenidas se determino el didmetro medio de particula y la distribucion de tamaio de
particula mediante el sofiware Image Pro Plus. Para ello se obtuvieron imagenes de diferentes sectores
de la muestra y de diferentes lotes de muestra, midiendo un promedio de 80 particulas por imagen.

Con toda la informacion recolectada, se determiné el diametro promedio y la desviacion estandar del

tamafio de las particulas.

Figura 15. Microscopio Electronico de Barrido

4.3.2. Medicion de tamaifio de particulas mediante dispersion dinamica de luz (DLS)

La dispersion dindmica de luz (DLS), conocida como espectrometria de correlacion de fotones y
dispersion de luz casi eldstica, es una técnica muy eficaz para estudiar la dinamica de soluciones y
medir tamafios de particulas. La técnica de DLS permite obtener informacién de tamafio en pocos
minutos, a partir de dispersiones de particulas en medio liquido, con didmetros de particulas que van

de algunos nandmetros hasta casi 5 um. La Figura 16. muestra un esquema del equipo de DLS.
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La dispersion de luz es un fendmeno mediante el cual la radiacion electromagnética, al chocar con

particulas pequefias de tipo coloidal o incluso molecular, es desviada en su direccion de propagacion

de forma “caotica”, de acuerdo con el indice de refraccion del medio de dispersion. Este fenomeno se

conoce como efecto Tyndall, quien lo describid por primera vez en 1854. Sin embargo fue Rayleigh en

1871 quien propuso el primer modelo fisico que interpreta de forma notable el fendmeno de dispersion

en sistemas diluidos . Durante la propagacion de la luz en un medio cualquiera, la accion del campo

eléctrico de la onda electromagnética produce la polarizacion del medio, es decir, las moléculas

adquieren un momento dipolar cuya polaridad cambia de forma oscilante con la misma frecuencia que

la del campo. De acuerdo con la leyes de la electrodindmica clasica, los dipolos oscilantes

convierten en fuentes de emisoras de radiacion. La radiacion emitida, sin embargo, puede tener la

misma o distinta frecuencia que la radiacion incidente.

Celda de muestra
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IO |©

Computadora
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¥igura 10. Esquema de un equipo DLD>

En un medio homogéneo, las ondas reemitidas se producen en la direccion de propagacion de la luz

incidente, en un medio no homogéneo, constituido por particulas en suspension, macromoléculas,
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diferencias de densidades, etc, parte de la radiacion sufre difraccion en estos puntos lo que da lugar a
la aparicion de opalescencia tipicas del efecto Tyndall. El caso mas simple es el de la dispersion de luz
por particulas aproximadamente esféricas con tamafios muchos menores que la longitud de onda de la
luz (< M/10). Si se utiliza luz visible, como es habitual, esto corresponde a particulas de tamafio del
orden de 50 nm o inferiores. En este caso, dado que la particula es tan pequefia estara sometida a un
campo eléctrico de la misma magnitud, y el momento dipolar inducido sera proporcional al volumen
de la particula (a través de su polarizacion). En un experimento de dispersion de luz dinamica se mide
la luz dispersada en intervalos de tiempo, pudiéndose observar que la intensidad fluctiia alrededor de

un valor medio, como consecuencia del movimiento aleatorio de las particulas.

Debido a que las particulas dispersadas estdn en continuo movimiento térmico, la intensidad
dispersada observada I(t) fluctiia con el tiempo. La tasa de intensidad en funcion del tiempo se
asemeja a un patrén de ruido, en el que la variacion de intensidad ocurre con mayor rapidez debido a
particulas pequefias que en el caso de particulas grandes. El siguiente paso en el proceso es determinar
la funcidn de autocorreccion de la sefial, que corresponde con la transformada de Fourier del espectro
de potencia. Debido a que la radiacion dispersada tiene la forma de una linea lorentziana, su

transformada de Fourier debe ser una disminucion exponencial, como se muestra en la Figura 17.

Funcion de autocorrelacion

Tiempo

Figura 17. Funcion de autocorrelacion de la funcion de intensidad respecto del tiempo

De acuerdo con la teoria de la dispersion dindmica de la luz, la constante de tiempo de Iz
disminucién exponencial T, esta relacionada directamente con el coeficiente de difusion traslacional de

las particulas esféricas, isotropicas en movimiento browniano (Ec.4).
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t=Dtq 2 Ec.4

donde q se llama modulo del vector de dispersion y se determina mediante la Ec. 5

q=4 m W hsen(0/2) Ec.5

donde n es el indice de refraccion del liquido en suspension, @ es el angulo de dispersiony A es la

longitud de onda de la radiacion laser.

Finalmente, el tamafo de la particula se obtiene a partir del coeficiente de difusion translacional Dt
y de la informacion de la forma de la particula. Para una particula esférica se usa la relacion de Stokes-

Einstein, para calcular su diametro hidrodinamico ds.

d,=KkT/3 P, Ec. 6

donde k es la constante de Boltzmann, T es la temperatura absoluta y i es la viscosidad del medio. La
Ec. 6 se cumple para particulas de forma esférica que no interactuan. La técnica de DLS permite
ademas obtener el indice de polidispersidad (PDI), que establece una medida de la dispersién de
tamario de las particulas respecto del valor promedio medido, lo requiere una preparaciéon cuidadosa

de la muestra y tiempos de medicién mas largos.

En este trabajo se usé la técnica de DLS dado que permite medir con gran precisién el tamafio
medio de particulas y la distribucion de tamafio de las misnista informacidon resulta muy
importante dado que no sélo permite la caracterizacién morfoldgica de las particulas preparadas,
sino también las posibles modificaciones de tamafio debidas a la incorporacién del agente
terapéutico ivermectina, y la funcionalizacidn superficial mediante la cubierta de quitosano - acido

folico. Las mediciones se realizaron utilizando un equipo DLS (Nano-ZS, Malvern Instruments,
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Malvern, UK) que dispone la Division Ceramicos de INTEMA, a partir de cinco muestras diferentes
obtenidas bajo las mismas condiciones. Se efectuaron 6 mediciones con 18 iteraciones en cada

muestra. Las particulas se redispersaron en agua destilada empleando vortex durante 5 min antes de

cada medicién. Los resultados de didametro medio de particula e indice de polidispersidad se

expresaron como Dm + d.e. y PDI + d.e. respectivamente.

4.4. Caracterizacion fisicoquimica de particulas core-shell con ivermectina

4.4.1. Analisis térmico mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La calorimetria diferencial de barrido (Differential Scanning Calorimetry o DSC) es una técnica
termoanalitica en la que la diferencia de calor entre una muestra y una referencia es medida como
una funcién de la temperatura. Es uno de los métodos de analisis mas usado por su rapidez, sencillez
y disponibilidad. Puede ser utilizada para medir varias propiedades caracteristicas de una muestra,
permite caracterizar procesos tales como fusion y cristalizacion, asi como temperaturas de
transiciones vitreas (Tg). Es usada ampliamente en la industria como instrumento de control de
calidad, debido a su aplicabilidad en la valoracién de pureza de las muestras y el estudio del curado
58,59, 60'

de los polimeros **°’. Es de utilizacion frecuente en las industrias farmacéuticas y de polimeros

Puede también usarse para estudiar la oxidacidn, asi como otras reacciones quimicas .

DSC ha encontrado aplicaciones en el establecimiento de rutas metabdlicas ©, en taxonomia
bacteriana y fungica ®. DSC es una técnica que se emplea para estudiar las transiciones térmicas que
experimenta un material cuando es sometido a un proceso de calentamiento controlado. En la Figura
18, se observa un esquema del equipo de DSC. La muestra a analizar junto a una referencia se
colocan en recipientes especiales en el equipo, los calentadores suben la temperatura a una
velocidad constante determinada (5° - 10 2C/min) o bien, mantienen el ensayo a una temperatura
constante. De este modo, el equipo mide la diferencia en el flujo de calor entre la muestra y la
referencia. En otras palabras, se registra el flujo extra de calor que el calorimetro debe suministrar a
la muestra o a la referencia para mantener a la misma temperatura en ambos recipientes, en funcion

de la temperatura.
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Figura 18. Esquema de un equipo de Calorimetria Diferencial de Barrido

Esta técnica permite determinar las transiciones endo y exotérmicas que experimentan las
muestras a medida que el proceso térmico sucede. En la Figura 19. se observa un termograma tipico
de un ensayo DSC. A partir de los termogramas es posible obtener informacién respecto de las
propiedades de la muestra estudiada tales como capacidades calorificas, temperaturas de transicion
vitrea (Tg), temperatura de cristalizacién (Tc), temperatura de fusién (Tm), y ademas permite el
calculo de efectos térmicos, pureza, cinéticas de reaccidon y cristalizacion, entalpias de fusion y
cristalizaciéon (AHm y AHc, respectivamente) de las cuales se obtiene el grado de cristalinidad (Xc) y

diagramas de fase entre muchas otras.

(]

Proceso exotérmico

-—t

——  Flujo de calor debido a los
- procesos cinéticos \

Flujo de calor debido a la capacidad calorifica

Flujo de calor, mW
|
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[}

Proceso endotérmico
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Temperatura, °C

Figura 19. Grafico de flujo de calor en funcién de la temperatura, obtenido mediante DSC

47



La eleccién de esta técnica en el presente proyecto permitird determinar las caracteristicas
térmicas de los materiales empleados, y a su vez analizar posibles modificaciones de esas
caracteristicas luego del procesamiento de las particulas e incorporacion del agente terapéutico. En
este proyecto la Tg, transicién de segundo orden, se midié en el inicio de la transicién y la Xc se

calculé mediante la relacién (Ec. 7):

A H, experimental

X (%)= 100 .
(%] A H,, tedrico Bc. 7

donde se tomd como valor de AHm tedrico el de la entalpia de fusion para PCL 100% cristalina

(148,05 J.g™) *°. Se evaluaron las propiedades térmicas de PCL, ivermectina, quitosano, particulas de

PCL con vy sin ivermectina, y particulas con recubrimiento del complejo quitosano-acido fdlico,
empleando un calorimetro TA instruments, Q-2000 (New Castle, DE, USA), con velocidad de

calentamiento 10 °C.min y barrido de nitrégeno.

4.4.2. Analisis mediante espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia vibracional, en particular la espectroscopia infrarroja (FTIR) brinda informacién
acerca de la estructura molecular. El espectro infrarrojo se origina por la absorcién de radiacién de

frecuencia que estd en resonancia con una transicidn vibracional determinada.

Las moléculas tienen frecuencias caracteristicas en las cuales poseen movimientos de rotacién y
vibracién con niveles de energia discretos (modos normales de vibracidn). Las frecuencias resonantes
o frecuencias de vibracion son determinadas por la forma de las superficies de energia potencial
molecular, las masas de los 4tomos y, eventualmente por el acoplamiento vibratorio asociado. Para
qgue un modo de vibracidn en una molécula sea activo al infrarrojo, debe estar asociado con cambios
en el dipolo eléctrico de la molécula. Sin embargo, las frecuencias resonantes pueden estar en una
primera aproximacion relacionadas con la fuerza de enlace y la masa de los atomos a cada lado del

mismo. Asi, la frecuencia de las vibraciones puede ser asociada con un tipo particular de enlace °. Es
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posible entonces obtener informacidn de la composicion quimica de la superficie de las muestras (0,5
a 1,5 um de profundidad), mediante la irradiacion del material con radiacidn electromagnética en el
rango del infrarrojo (4000 a 400 cm ). Esta zona de radiacidn electromagnética se denomina “huella

digital”, dado que permite la identificacion de sustancias de manera univoca®.

La reflectancia total interna atenuada (ATR-FTIR) es la aplicacion de este método espectroscépico
a la observacién de superficies acoplado con el fendmeno fisico de reflexién total interna (reflexion y
refraccion de radiacidon electromagnética en la interfase de dos medios de diferente indice de
refraccion) para restringir el volumen de andlisis a la regidn superficial de la muestra. El haz infrarrojo
es reflejado en la cara interna de un prisma transparente y con alta reflectancia, mientras que la
superficie a ser examinada es colocada en perfecto contacto con la cara del prisma en el que ocurre

la reflexién, limitando el volumen de andlisis a la regién superficial de la muestra.

Figura 20. Equipo de Espectroscopia infraroja por transformada de Fourier (FTIR).

El estudio de las caracteristicas y composicidn de las particulas de PCLp y PCL/ChFp con y sin
ivermectina, se realizé empleando un espectrémetro infrarrojo por transformada de Fourier con
reflectancia total atenuada (FTIR-ART) Nicolet 6700 (Thermo Scientific, Inc., Waltham, MA, USA)

como el que se muestra en la Figura 20.
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4.5. Determinacion del contenido de ivermectina en las particulas PCL-Ip y PCL-I/ChFp

A fin de determinar el contenido de ivermectina incorporada en las particulas PCL-Ip y
PCL-I/ChFp, se realiz6 la curva de calibracion de ivermectina en la mezcla de solventes AA:DCM. Se
prepararon soluciones de ivermectina en AA:DCM en relacion 7:3 en un matraz aforado, pesando 2
mg de ivermectina y disolviendo posteriormente en 10 ml de solucidon. Posteriormente se realizaron
diluciones sucesivas, a partir de las cuales se determinaron los valores de absorbancia mediante
UV/Visible, siendo el pico de absorbancia para la longitud de onda A= 295 nm. En la Figura 20. puede

observarse la curva de calibracion resultante, a partir de la cual se obtiene la ecuacion (Ec. 8):

y=0,13268. x—0,24433 Ec. 8

donde y representa el valor de la Absorbancia (u.a), mientras que x representa el correspondiente valor

de concentraciéon en pg.ml™ .

2,0

y=0,13268 x - 0,24433
151 R2=0,99

1,0

Iverm en AA:DCM

Absorbancia (u.a)

0,5

Concentracion (ng/ml)

Figura 21. Curva de calibracion de ivermectina en AA:DCM (7:3)

Se determino la cantidad de ivermectina incorporada en las particulas mediante espectroscopia

ultravioleta-visible, empleando un equipo SQ 2800 Unico (Dayton, NJ, USA), como el que se muestra
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en la Figura 22. Ademas, se determino la eficiencia de encapsulacion y capacidad de carga de los
sistemas vectores. Se disolvieron muestras de 3 mg de particulas en mezcla de solventes AA:DCM
(7:3), y posteriormente se determinaron los valores de absorbancia considerando la intensidad de la
banda de absorcion A =295 nm. Finalmente, se determin6 su concentracion a partir de la curva de
calibracion correspondiente (Figura 21) de ivermectina en la mezcla de solventes mencionada (R 2=
0,99). Las mediciones se realizaron por triplicado y los resultados se expresan como valor medio +

desviacion estandar (d.e.).

Figura 22. Espectrofotémetro UV/Visible

La capacidad de carga (CC) y eficiencia de encapsulacion (EE) se calcularon mediante las Ee. 9y

Ec. 10, respectivamente.

CC(%):%&OO Ec. 9
pf

Donde mj representa la masa de ivermectina incorporada en la matriz y m ,, es la masa de particulas de

( mIf )
—Lf

my;
Mpcy;

Donde m yrepresenta la masa de ivermectina incorporaday m ; es la masa de ivermectina inicial, y

EE (%)= 100 Ec. 10

Mpcrr Y Mpcr; son las masas de PCL inicial y final.
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4.6. Estudio del proceso de liberacion de ivermectina a partir de las particulas core-shell

El estudio de liberacion de ivermectina a partir de las particulas PCL-Ip y PCL-I/ChFp se realizo en
solucion reguladora (buffer) fosfato (PBS) a pH= 7,4. Los ensayos se realizaron por triplicado en vasos
de precipitado conteniendo 100 ml de PBS a 37 °C, como se muestra en la Figura 23. La particulas se
colocaron en tubos de vidrio de 1,2 cm de didmetro y 10 cm de longitud, recubiertos en uno de sus
extremos con una bolsa de dialisis (peso molecular de corte 14.000 kg.mol ', Aldrich Chemical Co.,
St Louis, MO, USA) y sellados perfectamente. En el interior de los tubos se introdujeron 2 ml de
PBS. El nimero de extracciones no super6 el 15 % del volumen total, y se efectuaron 20 extracciones
de 0,5 ml, con reposicion de 0,5 ml de medio fresco. Las extracciones se realizaron a los 15 minutos,
30 minutos, 1 hora, y cada una hora hasta las 12 horas, posteriormente se extrajo una muestra por dia

durante 6 dias.

La cantidad de ivermectina liberada se determiné mediante espectroscopia ultravioleta-visible,
evaluando la intensidad de la banda de absorcion a A= 280 nm. El porcentaje de ivermectina liberada
se calcul6 dividiendo la cantidad de ivermectina liberada acumulada en cada tiempo de muestreo por la

cantidad de ivermectina inicial.

V —

— R

Vaso de
precipitado

Tubo de
vidrio

Disco flotante «——

Medio Buffer «——
Banda elastica

Bolsa de dialisis «——
Particulas con
agente terapéutico

Figura 23. Esquema de sistema de liberacion en solucion buffer
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4.7. Escalado del sistema de produccion de particulas core-shell mediante electrospray

Para la produccién de la nanoparticulas para liberacion controlada de ivermectina se planea usar
un equipo Electrospinner YFlow 2.2D-350, con una velocidad de procesamiento de 1,25 ml/h para un
volumen de produccion de particulas de 0,5 g/h, valuado en 68422 USD. Considerando una
instalacion de ingenieria inmediata (factor 1,2) para un proceso de fluidos, parcialmente
automatizado, en una unidad comercial pequefia de edificacién cerrada, con una escasa planta de
servicios auxiliares y para el cual no se necesita conexiones a otras unidades, a lo que se le agrega
una contemplacién para contingencia. Para ello se aplicé para la estimacion de la inversién el método
de los factores directos e indirectos (adaptacién de Chilton), este es un método mediante el cual se
puede extrapolar la inversion fija de un sistema completo a partir del precio de los equipos
principales del proceso y determinar una estimacién con un error de 10-15% del valor real *>*°. Para

la determinacion de la inversion fija, se empled la siguiente ecuacidn:

If=IE (1+ fi).(1+ fd) Ec. 11

Donde:
If: Inversion Fija (sin considerar el terreno)
IE: Valor de los equipos principales instalados

fi: Factores para la estimacion de los componentes de la inversidn directa (cafierias, instrumentos,
construcciones, etc)

fd: factores de multiplicacion para la estimacion de los componentes de la inversidn indirecta
(ingenieria y supervision, contingencias, etc)

La mayoria de los bienes pierden su valor a medida que crece la antigiiedad, esto se conoce en
contabilidad como depreciacion y se reconoce en practicas de contabilidad como un gasto de
operacion. En lugar de cargar el precio de la compra completa de un nuevo bien como gasto de una
sola vez, la forma de operar es distribuir su costo de compra durante la vida en los registros contables.

Los principales objetivos para cargar un costo de depreciacion pueden resumirse en:

1) recuperacion del capital invertido
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2) determinar con seguridad costos indirectos de produccién como registros de costos

3) para incluir el costo de depreciacion en gastos de operacion con propositos de impuestos
Algunas de las causas de depreciacion de los equipos son:

a) Depresion fisica: desgaste debido a la utilizacion cada dia de operacion

b) Depreciacion funcional: debido al incremento de la capacidad de produccion

¢) Depreciacion tecnologica: medios novedosos desarrollados para llevar a cabo una misma
funcién haciendo antiecondémico a los presentes

d) Depreciacion monetaria: Un cambio en los niveles de los precios es una causa problematica de

decrecimiento en el valor de las reservas de depreciacion.

Existen cinco diferentes métodos de depreciacion, todos se basan estrictamente en el tiempo es
decir, un bien usado todos los dias tiene la misma carga de depreciacion que uno usado una sola vez
por ano. Un método por medio del cual el total del dinero invertido se recupera tempranamente en la
vida de un bien es un punto de vista conservador, a estos métodos se los conoce como métodos
acelerados. Por otro lado, los métodos en los cuales la carga anual se incrementa hacia el final de la

vida util, es decir se recupera tardiamente, se los conoce como métodos desacelerados.

En general el comportamiento deseable de un método de depreciacion obedece a recuperar el
capital invertido, mantener un valor de libro cercano al verdadero valor del bien a lo largo de su vida,

ser facil de aplicar y ser aceptado por la legislacion vigente (Ley N° 20.628).

Los costos de depreciacion anuales responden a la Ec. 12

Costos de depreciaciér=e .(If — L) Ec. 12

siendo:
. _1 . . e
e: Factor de depreciacién anual; e_E , siendo n el niumero de afios de vida util

If: Inversidn Fija
L: Valor residual o de reventa al final de la vida util del bien

Para esta estimacion se considerd el método de linea recta que contempla un valor constante

anual de depreciacidn, en este caso se considerd una vida util de 10 aios y el valor residual se estimé
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en un 20% de la inversion fija. En cuanto a la declaracién de impuestos segun el marco legal vigente

los mismos se estiman considerando una depresion por el método de linea recta.

4.8. Estudio de mercado respecto de Sistemas de Liberacion Controlada de Ivermectina

existentes en el pais

La ivermectina es un antiparasitario de uso veterinario y en humanos de gran eficacia, utilizado para
tratar endoparasitos de dificil control. El uso de ivermectina en veterinaria es ampliamente conocido,
ya que es un farmaco de eleccion para prevenir diversas enfermedades como la sarna y la filariosis .
Este medicamento esta considerado como un antiparasitario con gran eficacia para destruir diferentes
tipos de parasitos, tanto externos como internos del organismo de los seres vivos. El gran interés por
este agente terapéutico se basa en el buen funcionamiento, el bajo costo y la rdpida obtencion. En la
actualidad puede encontrarse en el mercado en forma de pastillas (comprimidos), inyectable o topica

(cremas y ungiientos), siendo la primera la mas utilizada frecuentemente. En veterinaria la ivermectina

se usa de dos formas:

1) Contra parasitos externos: destruye garrapatas y d&caros, un tipo de parasitos externos
responsable de la sarna de los perros. Sirve para tratar la sarna sarcOptica como la
demodécica’’.

2) Contra parasitos internos: que pueden provocar problemas estomacales, cardiacos, metabolicos
y respiratorios, como la filariosis, que ademas puede resultar peligrosa para los seres humanos
ya que se puede transmitir mediante agentes vectores tales como mosquitos infectados
(zoonosis) .
En medicina humana se utiliza en forma de comprimidos y gotas de administracion por via oral

para el tratamiento de algunos procesos producidos por parasitos, y en forma de crema para el

tratamiento de la rosdcea. La ivermectina puede disminuir la replicacion in vitro del coronavirus 2

(SARS-CoV-2) del sindrome respiratorio agudo, pero en los ensayos controlados no han demostrado

ningln beneficio clinico en la prevencion o el tratamiento de la enfermedad Covid 2019.

En este trabajo, se realiz6 un relevamiento de los productos disponibles para administracioén de
ivermectina que se encuentran en el mercado nacional, con el objetivo de conocer los modos de
administracién conocidos, tipos de aplicaciones, y determinar el nivel de innovacion de los sistemas

nanoparticulados preparados.
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5. Resultados y discusion

5.1. Obtencion de particulas y caracterizacion morfologica

Se estudiaron soluciones de polimero y polimero-agente antiparasitario a fin de determinar las
condiciones adecuadas para el procesamiento de las particulas mediante electrospray, como se detalld
en los incisos 4.1 y 4.2 y mediante las condiciones experimentales detalladas en la Tabla 3. En la
Figura. 22 pueden observarse micrografias SEM de particulas de PCL obtenidas mediante distintas
condiciones de procesamiento por electrospray. En la Figura 22. a se observan particulas obtenidas a
partir de una solucién de PCL 7 % p/v en mezcla de AA:DCM (7:3) y condiciones de procesamiento ¢
= 0,5 mlh y v/d = 1,07 kV/cm. Estas condiciones permitieron obtener particulas de tamafio
micrométrico, poco definidas y con un alto nivel de aglomeracion. Por otro lado, las Figuras 22. b, cy
d muestran particulas obtenidas a partir de soluciones de PCL 7 % p/v en mezcla de AA:DCM,
variando las cantidades relativas de los solventes en relaciones 9:1, 5:5, y 7:3 respectivamente, pero
manteniendo constante las condiciones de procesamiento ¢ = 0,5 ml/h y v/d = 1,13 kV/cm. A partir de
estas imagenes puede observarse que en los tres casos mejoro la definicion de las particulas  respecto
de las observadas en la Figura 22. a, sin embargo en los casos b y ¢ se observan tamafios de particulas
aparentemente mayores, y mayor dispersidad de tamaiios respecto de las observadas en la Figura 22.

d. Es por este motivo que se decidio continuar estudiando esta ultima condicion para la incorporacion
del antiparasitario ivermectina.

La Figura 22. e muestra la micrografia SEM de las particulas de PCL con el agente terapéutico
ivermectina incorporado. Estas particulas se prepararon a partir de soluciones de PCL al 7 % p/v en
mezcla de AA:DCM (7:3), con incorporacion de ivermectina en 7,14 % p/p respecto de PCL. Las
condiciones de procesamiento fueron ¢ = 0,5 ml/hy v/d = 1,13 kV/cm. Estas particulas presentan
caracteristicas morfologicas similares a las observadas en las particulas sin el antiparasitario
incorporado y procesadas bajo las mismas condiciones (Figura 22. d), sin embargo puede observarse
un ligero nivel de aglomeracion mayor que podria deberse a la presencia de ivermectina en la
superficie.

Finalmente a partir de la Figura 22. f, es posible observar las particulas core-shell con nucleo
(core) de PCL con ivermectina incorporada y cubierta (shell) de quitosano funcionalizado con acido
folico (PCLI-QF). Las condiciones de procesamiento optimizadas se establecieron en v/d = 1,33

kV/em, y o «/0in = 2. Estas particulas se observan mas definidas y menos aglomeradas, de menor

56



tamafio y mas homogéneas.

A fin de establecer los valores de diametro medio de las particulas obtenidas y los valores del indice
de polidispersidad de las particulas, se realizaron mediciones mediante DLS de acuerdo a lo indicado
en la seccion 4.4.2. Por otro lado, a partir de las micrografias SEM obtenidas, se realizaron mediciones
de didametro medio de particulas y determinacion de dispersion mediante el software Image Pro Plus, a
partir de mediciones de particulas al azar, a razon de 80 mediciones por cada imagen para obtener un
volumen de informacion estadistica relevante. La Tabla 4 indica los valores de diametro medio de las
particulas de PCL preparadas a partir de diferente mezcla de solventes (PCLp 9:1, PCLp 7:3 y PCLp
5:5), las particulas de PCL con ivermectina incorporada (PCL-I), y finalmente las particulas
biofuncionales sin ivermectina (PCL/ChF) y con ivermectina (PCL-I/ChF). En todos los casos, los
diametros medios de particulas (D 1) e indice de polidispersidad promedio (PDI .,) se determinaron
mediante DLS; y el didmetro medio )d y dispersion (§) determinados mediante el software

ImagePP a partir de imagenes SEM obtenidas previamente.

Las particulas PCLp 7:3 mostraron el menor tamafio y la menor desviacion estandar, con un indice
de polidispersidad que las define como monodispersas, respecto de las PCLp 9:1 y PCLp 5:5. Es por
este motivo y por las condiciones de mayor estabilidad durante el procesamiento, que se seleccion6d
esta condicidn para preparar las particulas con incorporacion del antiparasitario ivermectina, y la
posterior funcionalizacién con Quitosano - Acido Félico. Los valoresde D, y dn de las particulas
PCL-Ip (Tabla 4) muestran que la incorporacién del farmaco disminuye levemente el tamafo y
modifica la morfologia de las particulas (Figura 3.d), esto puede deberse al aumento de la
conductividad de la solucion polimérica, y a la posible presencia de ivermectina en la superficie de las
particulas. Existen antecedentes de trabajos previamente reportados, que demuestran la modificacion
en la morfologia de las particulas de PCL luego de la incorporacion de un agente terapéutico, asociado
a la modificacion de la conductividad de la solucion polimérica y a la tasa de evaporacion del solvente
durante el atomizado ' ¥ Las particulas PCL-I/ChFp muestran mayor esfericidad y una marcada
disminucion de la aglomeracion (Figura 3.f) respecto de las PCLp 7:3 y PCL-Ip, debido a la presencia
del recubrimiento de Quitosano - Acido Félico. Los valores de polidispersidad (PDI) de las PCL-ChFp
y PCL-I/ChFp indican mayor monodispersidad de las particulas respecto de las PCLp y PCL-Ip.

A partir de los valores de diametro medio medido mediante DLS (D .,) y los valores determinados
mediante micrografias SEM (d ), puede observarse que los valores obtenidos a partir del analisis
digital de las imagenes SEM muestran valores ligeramente mayores a los obtenidos mediante DLS,
posiblemente debido a distorsiones de las imagenes 2D obtenidas a partir de estructuras 3D de las

particulas.
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Tabla 4. Diametro medio de particula (D ) e indice de polidispersidad promedio (PDI ,,) medidos por
DLS, didmetro medio (d ») y dispersion (S ) determinados mediante Image PP a partir del analisis de

las imagenes SEM.

Muestra D PDL. o S
(£ d.e.)(nm) (£ d.e) (nm)  (nm)
PCLp 9:1 708 £70 0,47 £ 0,03 714 200
PCLp 7:3 376 £ 19 0,34+£0,02 404 95
PCLp 5:5 633 £ 40 0,38+£0,02 646 120
PCL-Ip 352+18 0,22 +£0,02 365 60
PCL-ChFp 350+ 15 0,12 +0,01 355 50
PCL-I/ChFp 352+15 0,13+0,01 357 55
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y(d) PCLd=15cmy v=17kV, AA:DCM (7:3); (¢) PCL-I,d=15cmyv=17kV, AA:DCM (7:3); (f) PCL-
I/QF d= 15 cm y v= 17 kV, @ex/@in = 2.

5.2. Caracterizacion fisicoquimica de las particulas de PCL y PCL/ChF con y sin ivermectina

5.2.1. Propiedades térmicas y cristalinidad de las particulas

En la Figura 25 se presentan los termogramas obtenidos mediante DSC de los diferentes

materiales puros (PCL, Ch, Ivermectina), el complejo ChF, y las particulas PCLp, PCL-Ip y
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PCL-I/ChFp, mientras que en la Tabla 5 se muestran los valores de las diferentes propiedades

térmicas (temperaturas de fusion, calores de fusion y grado de cristalinidad).

Puede observarse que la PCL pura presenta un pico de fusion caracteristico con una temperatura de
fusion de 67,12 °C, tal como lo reportado en bibliografia '¢. Por otro lado se obtuvo el termograma de
la ivermectina, que muestra un pico de fusion endotérmico a 160,15 °C, y los termogramas de
Chitosano y el complejo Ch-F, con picos de fusion endotérmicos de 113,87 y 109,89 °C

respectivamente.

El valor de cristalinidad de PCL se determin6 de acuerdo a la Ec. 7, evidenciando en las particulas
PCLp una disminucion respecto del polimero puro en un 11,57 %. Esta disminucion de la cristalinidad
puede asociarse a la técnica de procesamiento de las particulas mediante electrospray, dado que la
rapida evaporacion del solvente por aplicacion de una elevada diferencia de potencial limita la

movilidad de las cadenas poliméricas, y por lo tanto la formacion de cristales '

. De igual manera, las
cristalinidades de las particulas PCL-Ip y PCL-Ip/ChF disminuyeron ain mas luego de la
incorporacion del agente ivermectina, alcanzando valores de 34,63 % y 35,04 % respectivamente. Esto
puede deberse a dos motivos o a la combinacidon de ambos, por un lado que la incorporacién del agente
ivermectina en la solucidon polimérica podria dificultar el ordenamiento de las cadenas de PCL, y por
otro lado que la incorporacion de ivermectina podria generar mayor conductividad de la solucién

inicial, lo que permitiria un aumento en la velocidad de evaporacion del solvente y mayor dificultad en

el ordenamiento de las cadenas del polimero durante el procesamiento.

En los termogramas de las particulas PCL-Ip y PCL-I/ChFp no se observaron picos de ivermectina,
por lo que se puede concluir que el agente se encuentra incorporado en la matriz polimérica distribuido
de manera eficiente, o que la técnica de DSC no es lo suficientemente sensible para detectar la

cantidad de ivermectina encapsulada.
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Tabla 5. Propiedades térmicas de ivermectina, PCL, Ch, y particulas. AHm, calor de fusion de PCL; AHmCh,
calor de fusion de quitosano; AHmI, calor de fusién de ivermectina; Tm, temperatura de fusion; XcPCL, grado

de cristalinidad de PCL; Xcl, grado de cristalinidad de ivermectina.

Tm AHm  XcPCL AHmCh AHmI Xel

C) J.gh) (Y0) J.gh)  (J.g"h (o)
PCL 67,12 101,90 68,83 - -- —
PCLp (7:3) 58,52 84,77 57,26 -- - -
PCL-Ip 56,63 51,27 34,63 -- - -
PCL-I/ChFp 56,34 51,87 35,04 -- - -

Muestra

Ch 113,87 -- -- 225,60 - -
ChF 109,89 -- 215,00
Ivermectina 160,15 -- -- - 89,93 100,00
Ivermectina

ChF ﬁ /\_ﬂ_

7]
PCL-I/ChFp

\ l/ PCL-Ip
oy PClp(3) |
% § PCL
S
3]
(&)
()]
T
o
)
i

T T T v T ¥ I . ! '

0 50 100 150 200 250

Temperatura (°C)

Figura 25. Termogramas de PCL, quitosano (Ch), quitosano-acido félico (ChF), ivermectina, y particulas PCLp
(7:3), PCL-Ip, y PCL-I/ChFp.
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5.2.2. Estudio de la composicion superficial

A fin de estudiar la composicion superficial de las muestras se obtuvieron los espectros de los
compuestos puros y particulas preparadas. La Figura 26. a muestra los espectros de FTIR-ATR de los
materiales puros (PCL, Ch, F, Ivermectina), del complejo (Ch-F), y los diferentes sistemas de
particulas obtenidos (PCLp. PCL-Ip, PCL-I/ChFp). Para mejor claridad en la observacion se muestran

en la Figura 26. b los espectros de los compuestos puros Ch, F, Ivermectina, y del compuesto Ch-F.

El espectro de la Ivermectina muestra picos caracteristicos en 2866, 2964 y 3035 cm ' (C-H, C-H, y
C-H3), en 1730 cm ' (C = O) y entre 1200-1000 cm ' (C-O-C). Por otro lado, los espectros de PCL
exhiben las sefiales tipicas a 2943 y 2864 cm ' (C-H y C-H2), 1720 cm ' (C=0 en ester), 1398 cm 'y
1368 cm™ (C-H en CH>), 1246 cm™ y 1194 cm™ (C-O-C en ester) y 1108 cm™ (C-O-C en eter).

1

El espectro de Quitosano mostro picos caracteristicos a 1692 y 1654 cm ' y a 1554 a 1510 cm ™ que
se asignan a los grupos NHCOCHS3 (amida I) y -NH2 (amida II), respectivamente. Por otro lado se

observaron picos a 3594 cm™ (-OH), 2865 cm™ (CH»), 1174 cm™ (C-O-C) y 711 ecm™ (N-H) “.

Respecto del acido folico (F) presenta una estructura quimica conformada por dos compuestos
aromaticos, un benceno y una pteridina, los cuales presentan grupos funcionales sustituyentes tales
como un grupo amida, dos aminas secundarias, dos 4cidos carboxilicos y un alcohol, estos dos ltimos
grupos funcionales se sobreponen en el espectro. De este modo se observaron picos en 1693 cm
(C=0, carboxilico), 1650 cm "' (C=0 en amidas), 1639 cm ' (C=N), 1619 cm "' (C=C en aromaticos),
1604 cm ™ (N-H), 1483 cm ' y 1519 cm ' (Fenilo y anillo de Pterina), en 1422 cm ' (vibracion de

alargamiento de O-H) *.

El espectro del complejo Ch-F mostro picos caracteristicos quitosano a 1690 y 1652 cm ™' y a 1558

a 1508 cm™, ademas mostrd un pico en 1358 cm™ presente en el acido folico.

En las particulas PCLp el espectro muestra los picos caracteristicos de PCL, lo que indica que la
estructura del polimero no sufre cambios durante el procesamiento. En las particulas PCL-Ip también
se observan picos caracteristicos de PCL, mientras que no se observan picos propios de la ivermectina,
esto indicaria que el agente no se encuentra presente en superficie o al menos no de manera

significativa, como para ser detectado mediante esta técnica.

Finalmente en los espectros de las particulas PCL/ChF y PCL-I/ChF se observan picos en el rango

de los 3000 cm' propios de la PCL. Por otro lado se observan picos de baja intensidad
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correspondientes a las bandas propias de las amidas primarias y secundarias presentes en el quitosano,

lo que indica la presencia de quitosano recubriendo la superficie de las particulas.
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Figura 26: a) Espectros FTIR de PCL, Ch, F, PCLp, PCL-Ip, PCL/ChF, PCL-I/ChF, e Ivermectina, b)
Espectros amplificados de Ch, F, ChF, e Ivermectina



5.2.3. Capacidad de carga y eficiencia de encapsulacién

Enla Tabla 6 se muestran los valores correspondientes de masa de ivermectina presente en las
particulas PCL-Ip y PCL-I/ChFp por unidad de masa de muestra (M 1), la la capacidad de carga,
CC(%), y la eficiencia de encapsulacion o carga de ivermectina incorporada en las microparticulas,

EE(%).

Los valores de capacidad de carga indican que la cantidad de ivermectina contenida en las
particulas de PCL-I, fue de 6,13 % de la masa total de las particulas, mientras que en las PCL-I/ChFp
el valor fue de 6,16 % de la masa total de particulas. Esto indica que el procesamiento coaxial de las

particulas biofuncionales de estructura core-shell no modifica la cantidad de ivermectina encapsulada.

Tanto en las particulas PCL-Ip como en las PCL-I/ChFp los valores de M, resultaron superiores a
los 60 mg por cada gramo de muestra, lo que permite concluir que se alcanzaron valores de

encapsulacion del agente ivermectina acorde a los valores de MIC esperados.

Los valores de eficiencia de encapsulacion en las particulas PCL-Ip y PCL-I/ChFp fueron
superiores al 90 % (91 y 92 % respectivamente), lo que indica una buena capacidad de la PCL para
encapsular al agente ivermectina. Otros estudios realizados en sistemas particulados de PCL arrojaron
valores de eficiencia de encapsulacion del orden del 86% *.

Tabla 6. Contenido de ivermectina encapsulada en las particulas por unidad de masa, capacidad de carga 'y
eficiencia de encapsulacion

M, (t d.e.) CC(td.e.) EE (t d.e.)
Muestra
(mg.g?) (%) (%)
PCL-Ip 61,32 +0,50 6,13+0,12 91,44 + 0,07
PCL-1/ChFp 61,66 +0,43 6,16 + 0,11 92,00 £ 0,05
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5.3. Estudio del proceso de liberacion de ivermectina

5.3.1. Influencia del medio liberacion y del recubrimiento en los sistemas de nanoparticulas

En el proceso de preparacion de particulas mediante electrospray, resulta de vital importancia la
correcta seleccion del solvente o mezcla, de acuerdo a sus propiedades tales como el momento dipolar,
la conductividad y temperatura de evaporacion, entre otros, quien a su vez determina las condiciones
de procesamiento, como asi también la solubilidad del sistema y del agente terapéutico, su capacidad
de carga, y la velocidad de secado de las particulas. Estas condiciones determinan el tamafio y las
caracteristicas morfoldgicas finales de las particulas. La velocidad de secado de las particulas es
inversamente proporcional a la temperatura de evaporacion del solvente o mezcla, lo que influye
directamente en la morfologia final de las particulas que alcanzan el colector. Ademas, la velocidad de
evaporacion del solvente determina el ordenamiento de las cadenas poliméricas de las particulas, lo
que condiciona la cristalinidad de la matriz polimérica e influye en los perfiles de liberacion de los

agentes encapsulados.

Los ensayos de liberacion de ivermectina a partir de las particulas PCL-Ip y PCL-I/ChFp se

realizaron de acuerdo al procedimiento detallado en la seccién 4.7, en medio buffer fosfato pH= 7,4.

En la Figura 27 se observan los perfiles de liberacion de Ivermectina de los sistemas particulados
PCL-Ip y PCL-Ip/ChFp, y en la Figura 28 se observa los mismos perfiles acotados a las primeras 14
hs de liberacion. A partir de los perfiles de liberacion (Figura 27) es posible observar tres etapas bien
definidas. Una primera etapa de 0 a 4 h, una segunda de 4 a 12 h y finalmente una tltima etapa de 12 a

120 h.
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Figura 27. Perfil de liberacion de Ivermectina en los sistemas de PCL-Ip y PCL-Ip/ChFp
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Figura 28. Perfil inicial (0-14hs) de liberacion de Ivermectina en los sistemas de PCL-Ip y PCL-
Ip/ChFp

En la primera etapa se observa una marcada diferencia entre las particulas PCL-Ip y PCL-I/ChFp,
dado que en las particulas sin recubrimiento puede verse una liberacion del 31,03 % de la ivermectina
encapsulada a las 4 h, mientras que en las particulas PCL-I/ChFp la liberacion apenas alcanza 4,23 %

en ese tiempo. Es por esto que en este ultimo caso consideramos practicamente nula la liberacion de
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ivermectina en esta etapa. Esta diferencia en la liberacion de las particulas podria deberse a la capa
superficial de complejo Quitosano-Acido Félico que recubre las particulas PCL-I/ChFp, y que al estar
en contacto con el medio acuoso posiblemente experimenta un hinchamiento que impide la difusion
del agente ivermectina en esta primer etapa. En el caso de las particulas PCL-Ip la marcada liberacion
inicial se relaciona con el fendémeno conocido como “burst effect”, que implica una liberacion inicial
rapida asociada en este caso a la liberacion de ivermectina contenida en las capas superficiales de las

particulas sin recubrimiento, cuando estan en contacto con el medio liquido '°.

La segunda etapa muestra que tanto en las particulas como en las PCL-I/ChFp la liberacion tiene
una relacion lineal respecto del tiempo o dicho de otra forma, que la tasa de liberacion del agente
ivermectina es constante entre las 4 y las 12 hs. En el caso de las particulas PCL-I el porcentaje de
ivermectina liberada alcanza un valor de 65,02 %, mientras que en las particulas de PCL-I/ChFp solo
se libera un 38,22 %. En las particulas PCL-I/ChFp este efecto puede deberse a que el hinchamiento de
las cadenas poliméricas de Ch y la posible formacién de microcanales en la capa de recubrimiento
(shell), permite un mayor ingreso de medio acuoso y que el agente terapéutico difunda con mayor
libertad. En el caso de las particulas PCL-Ip, esta etapa de liberacion a tasa constante podria deberse a
que el proceso de liberacion de ivermectina se encuentra controlado por la difusién de la misma a

través de las cadenas del polimero hacia el medio buffer.

En la tercera y tltima etapa se observa una la liberacion mediada por difusion, en la cual los perfiles
experimentan un menor gradiente de liberacion, posiblemente asociado a la disminucién de la cantidad
agente terapéutico en el bulk de las particulas, lo que disminuye la fuerza impulsora para la difusion.
En el caso de las particulas PCL-I se alcanza el 100 % de agente liberado en un tiempo de 72 h (3
dias), mientras que las particulas PCL-I/ChFp permiten modular los valores de ivermectina en el

medio durante un periodo de 144 h (6 dias).

5.3.2. Estudio de liberacion de Ivermectina a partir de las particulas PCL-Ip

Las Figuras 29 y 30 muestran los ajustes realizados a las curvas de liberacion de las particulas
PCL-Ip durante 120 h y 12 h respectivamente. Se estudiaron por separado las tres regiones de
liberacion descriptas en la seccion 5.3.1, aplicando los modelos de Orden Cero, Higuchi y Korsmeyer-

Peppas (seccion 1.4.1). En la Tabla 7 se muestran los diferentes parametros de los modelos aplicados
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con su respectivos coeficientes de correlacion (R?).

Tabla 7. Coeficientes y parametros de modelos de difusion para particulas PCL-Ip

Orden Cero Higuchi Korsmeyer y Peppas
Tiempo Ke R? Ku R? K n R? Mec.anlsm.o,s de
(h) (n=1%) Liberacion
- /2

0-4 6,85 0,985 30,94 0,937 | 11,59 0,70 0,987 | Difusion anémala

4-12 4,33 0,987 22,87 0,925 | 12,19 0,67 0,999 | Difusion anémala

Difusion cuasi-

12-120 0,55 0,978 2,79 0,844 | 35,09 0,24 0,986 .
Fickiana

Para este sistema se observa que en el primer periodo (de 0 a 4 h) y en el segundo periodo (de 4 a
12 h), los modelos de Orden Cero y Korsmeyer-Peppas ajustaron de forma eficiente respecto del
modelo de Higuchi. Sin embargo y de acuerdo a los valores de R %, es posible considerar que el modelo
que permite el mejor ajuste es Korsmeyer-Peppas, y por comparacion de los valores de n se puede
concluir que el mecanismo de liberacion predominante es el de Difusion Anémala. Es decir que
coexisten los fendmenos de difusion del agente terapéutico en simultdneo con la relajacion de las
cadenas poliméricas, en la medida que el medio acuoso toma contacto con la matriz de PCL. En este
fenomeno se excluye el hinchamiento del bulk, debido a que la absorcion del medio por parte de la

PCL en 12 h es inferior a 0,5 %.

En el tercer periodo (de 12 a 140 h) el ajuste de los modelos de Orden Cero y Kornsmeyer-Peppas
son nuevamente mas eficientes que el modelo de Higuchi, siendo el modelo Korsmeyer-Peppas el que
permite un valor de R = 0,986 y de acuerdo al valor del coeficiente n = 0,24 el mecanismo
predominante es la Difusion Cuasi-Fickiana. Esto puede explicarse dado que en las primeras dos
etapas de liberacion la migracion del agente terapéutico contenido en las capas exteriores de las
particulas al medio de liberacion, podria generar microcanales que permitirian el mayor ingreso del

medio acuoso al interior de la matriz polimérica.
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Figura 29. Ajuste de la curva de liberacion de Ivermectina en PCL-Ip (entre 0 y 120 h)
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Figura 30. Ajuste de la curva de liberacion de Ivermectina en PCL-Ip (entre 0 y 14 h)
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5.3.3. Estudio de liberacion de Ivermectina a partir de las particulas PCL-Ip/ChF

Las Figuras 31 y 32 muestran los ajustes de los perfiles de liberacion de ivermectina en los
sistemas PCL-Ip/ChF. De la misma manera que se hizo en el sistema PCL-Ip, el estudio del perfil de
liberacion se dividid en tres secciones y se ajustd con los modelos de Orden Cero, Higuchi y
Kornsmeyer-Peppas. En la Tabla 8 se observan los diferentes parametros de los modelos aplicados

(seccion 1.4.1) con sus respectivos coeficientes de correlacion (R?).

Tabla 8. Coeficientes y parametros de modelos de difusion para particulas PCL-Ip/ChF

Orden Cero Higuchi Korsmeyer y Peppas
Tiempo Ku Mecanismos de
KC R2 I{2 Kkp n R2
(h) (n="1%) Liberacion
0-4 — — — — — — — No hay liberacion
4-12 4,25 0,997 5,01 - 1,21 1,57 0,987 Orden Cero
Difusion cuasi-
12-120 0,47 0,988 5,94 - 13,77 0,39 0,990 o
Fickiana

En este sistema se observa en el primer periodo (de 0 a 4 h) que la liberacion es practicamente nula,
por lo que no es posible ajustar con ningiin modelo. En esta etapa podemos considerar que la
liberacion de ivermectina se dificulta por el proceso de hinchamiento de la cubierta superficial de
Quitosano. En la segunda etapa (de 4 a 12 h) el ajuste de los modelos de Orden Cero y Kornsmeyer-
Peppas mostraron una mejor correspondencia con los valores experimentales, mientras que el ajuste
mediante el modelo de Higuchi no mostré correspondencia para ser considerado en el analisis. De
acuerdo a los valores de R * tanto el modelo de Orden Cero como el de Korsmeyer-Peppas mostraron
valores superiores a 0,9; mientras que el mejor ajuste se observo con el modelo de Orden Cero con un
R*=0,997. Esto indica que la velocidad de difusion del agente terapéutico ivermectina es constante e
independiente de la concentracidn inicial, asumiendo que el 4rea de interaccion de la particula con el

medio permanece invariable y que existen condiciones sink durante todo el ensayo.
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En este periodo (12 a 120 h) los modelos que mejor ajustaron nuevamente fueron Orden Cero y
Korsmeyer-Peppas, con valores de R ? cercanos a 1. Sin embargo el modelo de Korsmeyer-Peppas
permitié un valor de R ? = 0,990 con un valor de n = 0,39, lo que indico una liberacion mediada por
Difusion Cuasi-Fickiana. Lo que permite explicar los valores de velocidades de liberacion por
difusion practicamente constantes e independientes del gradiente de concentracion de ivermectina en

el medio, lo que permitido modular el perfil de liberacion de ivermectina durante un periodo de 6 dias.
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Figura 31. Ajuste de la curva de liberacion de Ivermectina en PCL-Ip/ChF (entre 0 y 140 h)
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Figura 32. Ajuste de la curva de liberacién de lvermectina en PCL-Ip/ChF (entre Oy 12 h)

5.4. Escalado del sistema de produccion de particulas core-shell mediante electrospray

A partir del procedimiento detallado en la seccion 4.7, se analizd el escalado del sistema de
produccion de particulas mediante electrospray. Enla Tabla9y 10 se observan los valores de los
diferentes factores directos e indirectos respectivamente, con los que se realizé el calculo de la
estimacion de la inversion, conjuntamente con el precio del equipo principal.
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Tabla 9. Factores de inversion directa

Valor de Equipo instalado (USD) 82106,45
Factores de estimacion directa Fd
Tuberias de procesos 0,45
Instrumentacion 0,075
Edificio de fabricacion 0.8
Planta de servicios 0,025
Conexiones entre unidades 0
Factores de inversion directa 2,35
Inversion directa (USD) * 192950,04

*El calculo de inversion directa se realizé de acuerdo con la Eec. 11

Tabla 10. Factores de inversion indirecta

Factores para la inversion indirecta Fi
Ingenieria y Construccion 0,275
Factores de tamafio 0,025
Contingencias 0,25
Factores de la inversion indirecta 1,55
Inversion Fija (USD) 299072,5

Una vez obtenida la estimacion en inversion fija en base a los precios de los equipos instalados, se
procedio al célculo de los costos fijos para la produccion. Para eso, se tomaron los siguientes costos en

materias primas que se observan en la Tabla 11.
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Tabla 11. Costos de materias primas

Materia Prima Marca Precio (USD)
Policaprolactona (5 g) Aldrich 132
Quitosano (50 g) Aldrich 165
Acido Acético (11) Anedra 18
Diclorometano (1 1) Biopack 14
Acido Folico (50 g) Sigma-Aldrich 6
Ivermectina (10 g) Parafarm (Drogueria Saporiti) 5

A partir de los costos de mercado de las diferentes materias primas se estimo el costo de produccion

de una solucion de 10 ml para la obtencion de las particulas (Tabla 12)

Tabla 12. Costos de produccion para una solucion de 10 ml

Materia Prima Precio (USD)
Quitosano (0,2 g) 0,66
PCL (0,7 g) 5,28
Acido Acético (7 ml) 0,13
Diclorometano (3 ml) 0,04
Ivermectina (0,05 g) 0,03
Acido Folico (0,03 g) 0,01
Total 6,15

Con las cotizaciones del mercado actual de las materias primas se estimaron los costos variables y

fijos de produccion de particulas, que se observan en la Tabla 13
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Tabla 13. Costos fijos y variables de produccion de particulas.

Costos variables USDy/afio
Materia Prima 1500
Mano de Obra 13800

Servicios 11000
Mantenimiento 18000
Suministros 2250

Costos Fijos USD/afo

Depreciacion de equipamiento 54000
Impuestos 4500
Seguros 2300

Total 107350

A partir del estudio econémico para la obtencion del volumen establecido de particulas, resulté un
costo total anual en ddlares de USD 107350. Este presupuesto fue estimado para un nivel de

produccion a escala de laboratorio y una jornada laboral de 8 hs al dia, 40 hs semanales *.

En la actualidad existen cada vez més empresas dedicadas al disefio y produccion de equipos de
electrospinning/electrospraying y servicios vinculados. Esto corresponde al gran auge y versatilidad
que presentan las técnicas de procesamiento, que permiten un interés creciente en diversos campos
como la bioingenieria y biotecnologia, medicina, farmacia, agricultura, remediacion y saneamiento
ambiental, industria textil, entre algunos de ellos. En la Tabla 14 se pueden ver algunas de las

empresas mas importantes que desarrollan equipos comerciales y/o servicios afines.
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Tabla 14. Empresas que comercializan equipos de electrospinning/electrospraying en el mundo

Empresa Pais Producto/Servicio

Japén Proveedor de equipos de
MECC Co. Ltd El electrospinning/electrospraying para nivel
laboratorio y semi industrial

Proveedor de equipos de

Fnm Co. (Fanavaran Nano- Irdn e ) .
Meghyas) — electrospinning/electrospraying para nivel
gny — laboratorio y semi industrial
Turquia Proveedor de equipos de

Inovenso electrospinning/electrospraying para nivel
laboratorio e industrial

Proveedor de equipos de

Espaifa L ) .
Yflow i— electrospinning/electrospraying para nivel
— laboratorio e industrial
, . Manufactura de equipos de
. Paises Bajos . , . L,
IME Technologies — electrospinning/electrospraying para investigacion e
— industria
Italia Equipos de electrospinning/electrospraying para
Leonardino S.r.| quip p_ 9/ o 'p v 'gp
I I escala laboratorio pequefia e industrial

5.5 Sistemas de Liberacion de ivermectina en el mercado nacional

En la Tabla 15. se mencionan los productos comercializados en la actualidad segun la
confederacion farmacéutica argentina (CoFA), con aprobacion de A.N.M.A.T. De acuerdo Ila
informacion de la Tabla 10 es posible observar que si bien existen en el mercado nacional diferentes
productos para la administracion de ivermectina, tanto en comprimidos, cremas y lociones, que
permiten diferentes posologias del agente, aiin no existen sistemas de administracion controlada que
permitan dosificaciones prolongadas y/o controladas. Sistemas de administracion controlada de
ivermectina, como los propuestos en este trabajo, permitirian disminuir la dosificacion, minimizar la
toxicidad de ivermectina a nivel sistémico, y mejorar la biodisponibilidad del agente en el sitio de

accion deseado.
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Tabla 15. Productos comerciales en Argentina

Nombre Presentacion Laboratorio
Dermoper IV Comprimidos Raymos
Detebencil Comprimidos ranurados Roux Ocefa
Evanix Locion al 0,5 % Elea
Iver P Comprimidos, cremas Elea
Ivertal Comprimidos, cremas Panalab
Licend Locion al 0,5% Cassara
Securo Comprimidos Raymos

6. Conclusiones

A partir de este trabajo y en concordancia con los objetivos planteados, se obtuvieron particulas
monocapa de PCL (PCLp) y particulas biofuncionales de tipo core-shell (PCL/ChFp), con un ntcleo
(core) de PCL y una cubierta biofuncional (shell] compuesta por el biopolimero Quitosano
funcionalizado con Acido Félico, mediante la técnica de electrospray (electrospraying) monoaxial y
coaxial respectivamente. Fue posible ademas incorporar el agente antiparasitario ivermectina tanto

en las nanoparticulas monocapa PCL-lp, como en las particulas core-shell, PCL-1/ChFp.

Las particulas PCLp 7:3 mostraron el menor tamaio y la menor desviacién estandar, con un indice
de polidispersidad que las define como monodispersas, por lo que fueron seleccionadas para
continuar con el avance del trabajo. Las particulas PCL-I/ChFp y PCL-lp presentaron valores de
diametros medios del orden de 350 nm con valores de indice de polidispersidad inferiores a 0,22, lo
que indica que la distribucion de tamafios en ambos casos es monodispersa y adecuada para la
aplicaciéon buscada. La incorporacion del agente ivermectina disminuyé levemente el tamafio y
modificé la morfologia de las particulas, lo que puede deberse al aumento de la conductividad de la

solucién polimérica, y a la posible presencia de ivermectina en la superficie de las particulas.

Respecto de la capacidad de las nanoparticulas PCL-lp y PCL-I/ChFp para encapsular ivermectina,

los valores de eficiencia de encapsulacion obtenidos fueron superiores al 90 %, lo que indica una
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buena capacidad de la PCL para encapsular al agente ivermectina. Los valores de capacidad de carga
indicaron que la cantidad del agente antiparasitario contenido en las nanoparticulas PCL-Ip y
PCL-I/ChFp fue superior al 6,13 % en ambos casos, lo que indicd que el procesamiento coaxial de las
particulas biofuncionales de estructura core-shell no modificé la cantidad de ivermectina
encapsulada. Finalmente, los valores de cantidad de agente antiparasitario por cada gramo de

muestra (M) resultaron superiores a 60 mg.g”, lo que permitié concluir que se alcanzaron valores de

encapsulacion del agente ivermectina acorde a los valores de MIC esperados.

El analisis térmico permitié evidenciar la disminucion de la cristalinidad del polimero PCL en las
nanoparticulas luego del procesamiento mediante electrospray, y una disminuciéon aun mayor de la
cristalinidad luego de la incorporacién del agente antiparasitario a la solucién polimérica, lo que
puede asociarse a que tanto el procesamiento de las nanoparticulas como el aumento de la
conductividad de la solucién inicial, dificultan el ordenamiento de las cadenas del polimero durante el
procesamiento. En los termogramas de las particulas PCL-lp y PCL-I/ChFp no se observaron picos de
ivermectina, por lo que se puede concluir que el agente se encuentra homogéneamente distribuido
en la matriz polimérica, o que la técnica de DSC no es lo suficientemente sensible para detectar la

cantidad de ivermectina presente.

El estudio de la composicién superficial de las nanoparticulas permitié evidenciar picos
caracteristicos de PCL en la superficie de las particulas PCLp y PCL-Ip, lo que indicé que la estructura
del polimero no experimentd cambios debido al procesamiento mediante electrospray. No se
observaron picos propios de ivermectina en las particulas PCL-Ip, lo que indicaria que el agente
ivermectina no se encuentra presente masivamente en la superficie de las particulas o que la
cantidad presente no es significativa como para ser detectada mediante la técnica de FTIR. Las
nanoparticulas PCL/ChF y PCL-I/ChF mostraron picos caracteristicos de quitosano, lo que indica la

presencia del biopolimero recubriendo la superficie.

Los ensayos de liberacion de ivermectina en medio buffer fosfato (pH= 7,4) a partir de las
particulas PCL-lp y PCL-I/ChFp evidenciaron la liberacion del agente en tres etapas bien definidas.
Una primera etapa de 0 a 4 h, en la que se observd una marcada diferencia en la liberacién a partir
de las particulas PCL-lp (31,03 %) y PCL-I/ChFp, en las que la liberacién fue practicamente nula (4,23
%). Una segunda etapa de 4 a 12 hs en la que se observé que en ambos tipos de nanoparticulas la

liberacion tiene una relacién lineal respecto del tiempo o dicho de otra forma, que la tasa de
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liberacion del agente ivermectina es constante, alcanzando valores de liberacién de 65,02 % en las

PCL-lp y 38,22 % en las PCL-I/ChFp. Finalmente la Gltima etapa de 12 a 120 h se observé una la
liberacion mediada por difusién, en la cual los perfiles experimentan un menor gradiente de
liberacion, posiblemente asociado a la disminucidn de la cantidad del agente terapéutico en el bulk

de las particulas. En el caso de las particulas PCL-lp se alcanzé el 100 % de liberacion de ivermectina

en un tiempo de 72 h (3 dias), mientras que las particulas PCL-I/ChFp permitieron modular los

valores de ivermectina en el medio durante un periodo de 144 h (6 dias).

El estudio de la Cinética de Liberacién en las nanoparticulas PCL-lp indicé que tanto en el primer
periodo (0 - 4 h) como en el segundo periodo (4 a 12 h), el mejor ajuste se alcanzé mediante el
modelo de Korsmeyer-Peppas, y de acuerdo a los valores de n se puede concluir que el mecanismo
de liberacién predominante es el de Difusion Anémala. En el tercer periodo (12 a 140 h) el modelo
que mejor permitio el mejor ajuste fue también Korsmeyer-Peppas y de acuerdo al valor del

coeficiente n (0,24) el mecanismo predominante es la Difusion Cuasi-Fickiana.

Por otro lado, el estudio de la Cinética de Liberacidn en las nanoparticulas PCL-1/ChFp mostré un
primer periodo (0 - 4 h) de liberacién practicamente nula. Una segunda etapa (4 a 12 h) en la que el
mejor ajuste se observé con el modelo de Orden Cero (R 2= 0,997), y finalmente una tercera etapa
(12 a 120 h) en la que el modelo de Korsmeyer-Peppas (R 2=0,990) con un valor de n = 0,39, indicd

una liberacién mediada por Difusion Cuasi-Fickiana.

El proceso de preparacion de particulas PCL-Ip y PCL-1/ChFp presenté una limitacidn en el tiempo
de produccidn, debido a que el solvente remanente en la superficie de las particulas que alcanzan el
colector requiere de una recoleccidn de particulas o cambio del medio de recoleccién (papel aluminio
sobre el colector) cada un tiempo de aproximadamente 40 min, con el objetivo de evitar que las
particulas se aglomeren o fusionen entre si. Por otro lado, el control de temperatura y humedad
relativa durante el procesamiento se vuelven cruciales, dado que condicionan la eficiencia del

proceso, pudiendo incluso alterar la morfologia final de las nanoparticulas obtenidas.

La rentabilidad de este proyecto se encuentra condicionada a corregir la capacidad de produccion
de las particulas pasando de un sistema bach a un sistema continuo y también en un control mas

exacto de la humedad del ambiente de trabajo en condiciones operacionales.
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7. Dificultades

Como todo nuevo trabajo, en este caso la elaboracién de un proyecto final de grado, los desafios a
afrontar son grandes, los alumnos nos encontramos en un momento de desarrollar un trabajo que
sea integrador pero a la vez técnico y profesional. Las principales problemdticas que podemos
destacar es el desarrollo de todo el trabajo con un orden que nos permita mantener un horizonte
claro en cada etapa en la que nos encontramos, de esta forma aprendemos a economizar tiempo y

recursos.

El trabajo con equipamiento de gran complejidad, y comprendiendo los parametros criticos
propios de la actividad emprendida son la primera gran barrera que se debe superar. Ademas, la

asimilacion de conceptos tedricos nuevos, dificultan un abordaje practico de esta jerarquia.

Este proyecto final también estuvo marcado por la pandemia del SARS-COV-2 durante los afios
2020y 2021, las medidas de salud publica aplicadas en todo el pais para la prevencion y control del
contagio de la enfermedad COVID-19 también jugaron un rol preponderante en el desarrollo
experimental establecido por los directores. Esta quizds fue la mayor complicacién operativa en

términos de tiempo y esfuerzos.

Finalmente, el ultimo gran desafio fue plasmar por escrito un desarrollo experimental cientifico-
tecnolégico, lo cual conlleva un trabajo exhaustivo de interpretacidon de fendmenos reales complejos

y expresarlos de una forma clara y concisa.

Las dificultades varian con cada persona y cada proyecto, las variables son multiples y aprender a

sobrellevarlas es parte del aprendizaje de cada alumno.
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8. Trabajos de investigacion futuros

El presente trabajo abre nuevas posibilidades y desafios en cuanto al desarrollo y optimizaciéon del
proceso productivo de nano y microparticulas biofuncionales a partir de polimeros biodegradables y
biorreabsorbibles, de origen sintético y natural, para la encapsulacién y vectorizacién de agentes
antiparasitarios, permitiendo modular la liberacion de estos agentes a la medida de diferentes
terapias y pacientes. Estos sistemas permiten el tratamiento de diferentes enfermedades de una
forma menos invasiva para el organismo, disminuyendo de esta forma la cantidad de fdrmacos a nivel
sistémico, asi como la necesidad de multiples dosis del agente terapéutico, para lo cual la
optimizacidn de los sistemas particulados multicapas abre una gran oportunidad para el desarrollo de

trabajos de mayor complejidad.

El control de la humedad y temperatura se identificaron como parametros de extrema
importancia durante la puesta a punto y preparacién de las particulas de este trabajo, por lo que
resultd de gran importancia la adecuacion del laboratorio de técnicas Electrohidrodinamicas de la
Div. Polimeros Biomédicos. La eliminacién del solvente residual en ambiente de humedad controlada
permitira disminuir los tiempos post procesamiento, asi como la recoleccion de las particulas desde
el colector. Como una propuesta de trabajo futuro en relacion a estos aspectos, se propone un
trabajo de simulacion numérica que permita optimizar condiciones de procesamiento, eliminacion
de solvente residual, y mecanismo de recoleccién de las particulas. Mediante el uso de modelos
matematicos seria posible ajustar las variables del proceso con el objetivo de reducir el porcentaje
remanente de solvente en las particulas, y mejorar su recoleccion para lograr mayor eficiencia en el

proceso de preparacion de las nanoparticulas.

También se plantea como trabajo futuro, continuar avanzando en el estudio de la interaccion
superficial core-shell del sistema de liberacidn, la composicidon del mismo y biofuncionalizacion, para
lograr mayor conocimiento y control de los mecanismos que determinan y condicionan la difusion del
agente terapéutico desde el nlcleo o core. Entre los aspectos a explorar se encuentran el estudio de
las interacciones que se generan entre las superficies de ambos polimeros en contacto (PCL-
Quitosano), el espesor de la cubierta de quitosano y su funcionalizacién con Acido Félico, ya que
podria lograrse un mayor control en el tiempo de retardo en la liberacién del agente terapéutico,

estableciendo dosificaciones a la medida de cada paciente o patologia.

Respecto del escalado, mejorar la técnica de recoleccion y futura preparacion a partir de sistemas
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de agujas multijets, permitiria mejorar el volumen de produccién. Pasar de un sistema monoaguja a

un multijet requiere el estudio de un sistema complejo de distintos microchorros actuando de
manera conjunta. Mientras que un sistema de recoleccién de tipo continuo o lo mas préximo a él,

permitiria superar el proceso tipo batch, optimizando los tiempos y recursos, disminuyendo los

costos operacionales y aumentando las ganancias por hora de produccioén.

A partir de los prometedores resultados obtenidos a partir de los ensayos de liberacién in vitro,
planteamos la realizacién de ensayos en medios bioldgicos controlados en especimenes vivos. En
colaboracién con investigadores del Instituto de Biotecnologia de la Fac. de Ingenieria de la UNSJ, se
determinard la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) de las nanoparticulas con ivermectina,
mediante microdilucidon en caldo segun (CLSI, 2015). Se emplearan cepas bacterianas y fungicas
tipificadas ATCC y de aislados clinicos provenientes del Hospital Marcial Quiroga de la Prov. de San
Juan. Se estudiard el efecto de la combinacién de nanoparticulas con ivermectina y agentes
comerciales (antibidticos y antifungicos) frente a bacterias ATCC seleccionadas y a hongos

levaduriformes del género Candida albicans (ATCC) a través del método del tablero de ajedrez.

Respecto a la caracterizacién de los sistemas nanoparticulados, se espera continuar con el estudio
y analisis de la distribucion del agente terapéutico en el interior y superficie de las particulas de PCL.
Se espera poder continuar con el estudio de la cubierta superficial y funcionalizacién mediante
mediciones de potencial Z o potencial de superficie, como una medida de las estabilidad de las

particulas.
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