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. INTRODUCCION



Las rutas mas comunes de liberaciéon de farmacos son la via oral y parenteral,
la ruta oral tiene la ventaja de poder predeterminar la dosis, es portable y
autoadministrable, por estas razones la via oral es de las mas convenientes y
accesibles para liberar farmacos (Alkilani et al., 2015), sin embargo, algunos
farmacos pueden tener una rapida degradacion en el estdmago, entre otros factores
que influyen el proceso de absorcion intestinal, adicionalmente el farmaco puede
ser eliminado por metabolismo de primer paso reflejandose en una baja
biodisponibilidad (Gaur et al., 2013; Kraisit et al., 2018). Entre las rutas parenterales
como la via subcutanea (SC), intramuscular (IM) e intravenosa (IV), el modo
primario de administracion es a través de métodos invasivos que pueden generar
dolor y una baja aceptacién por parte del paciente, adicionalmente para algunos
métodos se requiere entrenamiento de administracion (Goyal et al., 2018; Spahn &
Szefl, 2008). La liberacion transdermal de farmacos es un método indoloro que
puede liberar farmacos sistematicamente por aplicacidon de la formulacion sobre la
piel pudiendo tener ventajas sobre las rutas convencionales (Alkilani et al., 2015;
Savard & Gosselin, 2006). Propranolol un farmaco beta-bloqueador establecido
como primera linea de tratamiento para los hemangiomas infantiles segun la

Academia Americana de Pediatria ha sido aprobado por la Administracion de
Alimentos y Medicamentos (FDA, por su sigla en inglés) en una sola presentacion
infantil llamada Hemangeol®, desafortunadamente no existe otra via de
administracion para este producto que pueda tener las mismas ventajas del
farmaco, pero sin el riesgo de los indeseables efectos secundarios que son
comunes en el 33 % de los pacientes que reciben tratamiento. Por lo tanto, es de

vital importancia la investigacion de nuevos sistemas de liberacion que permitan la

2



entrega de propranolol en el sitio de accion con la ventaja de evitar las reacciones
adversas que conlleva una administracion sistémica y manteniendo la misma accion
farmacoldgica sobre el hemangioma. Al formular el farmaco deseado en un vehiculo
que permita su paso a través de las barreras naturales de la piel, llevando alta carga
de droga al sitio blanco (Forster et al., 2009), sera posible una alternativa de
tratamiento para aquellos pacientes que presentan los indeseados efectos

adversos.



ANTECEDENTES

Propranolol un farmaco beta bloqueador ha sido objeto de estudio en el
tratamiento de hemangioma infantil (HI) debido a que se observo fortuitamente un
efecto no reportado en dos pacientes tratados via oral por problemas
cardiovasculares, destacando una mejoria en la coloracion y tamafio del
hemangioma, que después corroboraron los investigadores con nueve pacientes
mas (Léauté-Labréze et al., 2008); posteriormente diversos casos de estudio fueron
presentados con resultados satisfactorios (Babiak-Choroszczak et al., 2019;
Jamshidian-Tehrani et al., 2019; Yang et al., 2019; Yu et al.,, 2019) y multiples
investigadores presentaron interés también en reportar los efectos adversos
asociados a propranolol (Al-Haddad et al., 2019; Léaute-Labréze et al., 2016);
adicionalmente se observo que los hemangiomas infantiles los cuales afectan cerca
del 5 % de infantes (Krowchuk et al., 2019), pueden ser tratados efectivamente con
seguridad utilizando beta-bloqueadores de forma local (Cheirif-Wolosky et al., 2019;
Mannschreck et al., 2019), generando asi una oportunidad de investigacion con el
objetivo de minimizar los efectos adversos siendo la forma tdpica o un beta
bloqueador selectivo la posible solucion (Mannschreck et al., 2019).

De acuerdo a la guia practica clinica de la Academia Americana de Pediatria
(Krowchuk et al., 2019) para el manejo de hemangiomas infantiles, se consideran
de alto riesgo si hay evidencia o potencial de (1) complicaciones potencialmente

mortales, (2) ulceracion o deterioro funcional, (3) anomalias estructurales o (4)



desfiguracion permanente. Las caracteristicas de estas evidencias son presentadas
en el Capitulo Il Teoria general.

A continuacion, se describen algunos sistemas de liberacion de farmacos con
beta-bloqueadores que han sido desarrollados en los ultimos 5 afios, los principales
puntos a detallar son el sistema o formulacién desarrollado, en que matriz se
elabord, bajo que método, con que farmaco, que tamano y eficiencia de
encapsulacion se obtuvo.

(Wu et al., 2019) Desarrollo NPs de silica mesoporosa-propranolol para el
tratamiento de hemangiomas infantiles, las NPs primarias fueron después tratadas
con PVA para formar NPs silica mesoporosa-propranolol-PVA, con una eficiencia
de encapsulacién de 58.8 % + 7.2%, de tamafo promedio de 140 nm bajo el método
de co-condensacion directa y adsorcion fisica.

(Kelchen & Brogden, 2018) Desarrollaron cuatro microemulsiones-propranolol,
cuantificando concentraciones de propranolol en la piel y permeacion de farmaco
comparando con una solucion PBS que contiene al farmaco disuelto, ellos
encontraron que la solubilidad de propranolol fue significativamente mayor en las
micro emulsiones vs PBS. El farmaco acumulado liberado proveniente de micro
emulsiones a las 24 h estuvo en un rango de 13 a 26% y el tamafio de 23.5 - 92.5
nm.

(Casiraghi et al., 2016) Evaluaron la adhesién de clorhidrato de propranolol en
un vehiculo semisadlido, encontraron que clorhidrato de propranolol es factible para
permear a la epidermis, esta penetracidon esta influenciada por la composicion del

vehiculo semisdlido, en la comparacion de crema base lipofilica vs hidrofilica, se



obtuvieron mejores resultados usando la crema hidrofilica y se evidencié que la
epidermis actua como reservorio del farmaco.

Se reporta la elaboracion de NPs con concentraciones bajas del estabilizador
PVA [1-2% w/v] en NPs elaboradas con acido estearico, gliceril monoestearato o
Compitrol ATO 888 (Priyanka & Sathali, 2012) o 2 % de PVA para NPs de PLGA

(Shi et al., 2015) y concentraciones de Tween 80 al 3% v/v (Katas et al., 2009).






JUSTIFICACION

Propranolol se ha establecido como farmaco de primera eleccion para el
tratamiento de hemangiomas infantiles de acuerdo a la Academia América de
Pediatria. Hasta el momento solo una presentacion administrada por via oral ha sido
desarrollada y aprobada por la FDA. El alto indice de incidencia de los
hemangiomas y en apego a las lineas clinicas de utilizar propranolol como primera
linea de tratamiento a generado la necesidad de investigacion para desarrollar
nuevos sistemas que permitan cubrir la demanda con eficacia y a la menor
incidencia de los pocos, pero severos efectos adversos asociados a la
administracién de propranolol por via sistémica. Por lo que es necesario desarrollar
opciones para aquellos pacientes que pueden presentar potenciales reacciones
adversas tras la administracion de propranolol y otros beta-bloqueadores por via
oral en infantes con hemangioma, se ha propuesto la administracién de estos
medicamentos en forma tépica resaltando que la incorporacion de propranolol en
un vehiculo de tipo oleoso que pueda ser altamente cargado y facil de administrar
resultara en una alta concentracion de farmaco en el sitio blanco con los efectos
farmacologicos deseados y la evasidn de reacciones adversas asociadas con la via

oral. Para esto es de vital importancia desarrollar un sistema facil de escalar con un



método sencillo y eficiente como lo es el método de emulsién difusién de solvente
a temperatura ambiente.

Existen estudios recientes sobre la formulacién de propranolol y otros
antihipertensivos, estudiandose la permeabilidad de los farmacos en la piel,
encontrandose resultados satisfactorios (Chantasart et al., 2013).

Por otra parte, las nanoparticulas sélidas lipidicas en las cuales el farmaco se
incorpora en un vehiculo de tipo oleoso han resultado una excelente estrategia para
aumentar la permeabilidad cutanea de diversos farmacos. La principal ventaja de
estos acarreadores es que tienden a retenerse en el foliculo piloso propiciando la
penetracion del farmaco (Prow et al., 2011).

En este contexto se evalua la formacion de un conjugado lipidico a base de
acidos grasos formulado en nanoparticula lipidica para propiciar la entrada de
propranolol a capas profundas de la piel con la seguridad de evitar efectos adversos.
Este sistema nano acarreador se elabora a partir de la conjugacion de clorhidrato
de propranolol con la sal potasica del acido oleico, el producto lipofilico es elaborado

como nanoparticula mediante el método emulsidn-difusibn de solvente a



temperatura ambiente en orden de generar particulas altamente cargadas que

pueden penetrar las capilaridades del hemangioma.

1.1. Hipotesis alternativa:

Hy = Kppropranolol libre # K,propranolol en nanoparticula
Hy: Hipotesis alternativa
K,: Constante de permeabilidad
La sal oleato de propranolol formulado como nanoparticula sodlida lipidica
administrada en un hidrogel tiene diferente permeabilidad en piel que el clorhidrato
de propranolol administrado en piel disperso en el hidrogel.

1.2. Objetivo general:

Obtener nanoparticulas de oleato de propranolol mediante el método adaptado

de emulsién-difusion de solvente a temperatura ambiente, incorporarlas en un
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hidrogel y estudiar la permeabilidad del farmaco en la piel para aplicaciones

transdermales.

1.3. Objetivos especificos:

Preparar el oleato de propranolol a partir de clorhidrato de propranolol y la
sal de potasio del acido oleico

Caracterizar el compuesto oleato del propranolol por espectrofotometro FT
IR, y comparar con el clorhidrato de propranolol por el mismo método.
Preparar NPs lipidicas mediante la adaptacion del método de emulsidn-
difusién de solvente a temperatura ambiente.

Optimizar la formulacién de nanoparticulas en dos principales variables
tamafno de particula y eficiencia de encapsulacion. Aplicar un disefio
experimental para la optimizacion.

Determinar diametro hidrodinamico de las nanoparticulas con técnica de DLS
y evaluar morfologia con técnica FESEM.

Estudiar la estabilidad de las nanoparticulas con respecto al tiempo mediante
medicién de tamafio de particula y PDI

Determinar cargado de propranolol y eficiencia de encapsulacion mediante
HPLC

Evaluar la dispersion del farmaco por calorimetria diferencial de barrido
Evaluar la liberacién ex-vivo del propranolol en celda Franz en piel humana

Estudiar la toxicidad de las NPs en linea celular con el método MTT

11
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2.1. Hemangiomas infantiles

Los hemangiomas son tumores vasculares formados por masas derivadas de
la formacién anormal de vasos sanguineos o capilares no diferenciados, en la figura
1 se observan las caracteristicas fisioldgicas de un tumor vascular. En los tumores,
el crecimiento agresivo de la poblacion celular neoplasica y la sobreexpresion
asociada de factores pro-angiogénicos conduce al desarrollo de redes de vasos
sanguineos desorganizados que son fundamentalmente diferentes de la
vasculatura normal. Los vasos sanguineos son de diametro inconsistente y forma

irregular con protuberancias anormales (Castaneda et al., 2016).

Figura 1 Caracteristicas fisiologicas de un tumor vascular (Kobayashi et al., 2014).

Patogénesis de los HI

Los HI surgen de células madre endoteliales y luego proliferan por
vasculogenesis (Lee & Bercovitch, 2013).

Transportador-1 de glucosa (GLUT-1) es una proteina trasportadora de
glucosa de tipo-eritrocito que a sido identificada como un marcador altamente
selectivo de HI en todos los estados comparado con otras malformaciones

vasculares (Smith et al., 2017). GLUT-1 se ha convertido en un marcador histolégico
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de gran utilidad para diferenciar aquellos casos en que el diagndstico clinico es
dificil.

Observaciones clinicas sugieren que los HI son desencadenados vy
mantenidos por hipoxia como consecuencia de eventos maternales que crean
estrés hipoxico, ya que los factores inducidos por la hipoxia ( factor-1-alpha (HIF-
1a), factor A de crecimiento endotelial (VEGF-A) y factor 2 de insulina (IGF-2)) son
cruciales para la vasculogenesis observada en los HI (Rotter & de Oliveira, 2017;
Smith et al., 2017).

Epidemiologia y factores de riesgo

Las lesiones son raramente detectables al nacer, pero se vuelven evidentes
durante la fase proliferativa cuatro semanas después y continuan creciendo
rapidamente hasta una edad media de 3.2 meses. Son mas comunes en mujeres
caucasicas y de bajo peso al nacer. 50 y 70 % tiene una regresion espontanea a los
5y 7 anos respectivamente (Lou et al., 2018).

Manifestaciones clinicas

Los HI comienzan a aparecer durante las primeras semanas de vida, ya sea

en forma de lesiones como telangiectasias o un area de palidez. La evolucién del

14



HI varia; pueden transformarse en lesiones rojas pequenas brillantes, o en tumores
grandes y voluminosos (Léauté-Labreze et al., 2008).

En su historia natural los HI constan de tres fases: inicial, proliferativa e
involucion.

Fase inicial: Se presenta en las primeras semanas de vida, se manifiestan
como zonas palidas, telangiectasias, maculas rosadas, micropapulas rojizas
agrupadas o ulceras, no causan ningun dafio debido a su dimensién pequena.

Fase proliferativa: se desarrolla entre la cuarta y sexta semana de vida;
caracterizandose por un aumento de tamano, y se transforman en papulas, nédulos
o tumores de color rojo intenso. Durante esta fase pueden duplicar o triplicar su
tamano, lo que ocasiona que puedan presentarse complicaciones posteriores,
afectando al paciente. Su duracion es variable, con un promedio de 3 a 18 meses.

Fase involutiva: es la ultima fase, los signos indicativos de regresion son la
aparicion de tractos fibrosos blanquecinos en su superficie y de una coloracion gris
o rosada. La duracion es variable, siendo esta fase la de mayor duracién, con un
tiempo promedio de 5 a 10 afios. Los hemangiomas localizados en la punta nasal,

los labios y la zona parotidea involucionan con mas lentitud. En general, los que
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mas tardan en involucionar suelen dar lugar a una lesion residual del tamafio inicial
(McGuinness SM., 2011).

Clasificacion de los H/

El aspecto clinico de los hemangiomas depende de la profundidad a la que se
situen, con base en esto se dividen en hemangiomas superficiales, profundos y
mixtos.

Los hemangiomas superficiales se localizan por encima de la dermis y son
visibles en la piel, los profundos estan extendidos sobre el tejido subcutaneo Los
hemangiomas mixtos surgen de la combinacidén de superficiales y profundos.
Pueden aparecer en cualquier parte del cuerpo, pero la mayoria de los casos afecta
a la cabeza y cuello (40% en rostro y 20% en cuello). Otras areas comprometidas
en orden de frecuencia son tronco, miembros inferiores y miembros superiores,
mucosas orales y genitales (Lou et al., 2018).

Complicaciones y pronostico

La mayoria de los HI se presenta sin complicaciones y no requieren
tratamiento. La ulceracién es la complicacion mas frecuente de los hemangiomas
de la infancia, con una incidencia oscila entre el 5-13% de los casos. Sin embargo,
dependiendo la ubicacion pueden conducir a un deterioro visual, obstruccién aérea
o desfiguraciones permanentes y pueden dar lugar a una cantidad significativa de
morbilidad (Haggstrom et al., 2007). Debido al riego de las complicaciones, 10 al 15

de los hemangiomas requiere tratamiento. La mayoria de los hemangiomas no
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tratados involucionan espontaneamente, pero cambios residuales en la piel como

telangiectasia, fibroblastos y laxitud de la piel comunmente ocurren.

2.2. Tratamiento de los Hemangiomas infantiles

Las indicaciones para el tratamiento después de la identificacion del HI de alto
riesgo son propranolol como primera eleccidn para HI que requieren tratamiento
sisttmico, a una dosis de entre 2-3 mg/Kg por dia, a menos que haya
comorbilidades o efectos adversos que requieran disminuir la dosis o
contraindicaciones o repuesta inadecuada a propranolol que requiera utilizar otro
farmaco. El tratamiento esta indicado para cualquier infante con HI que obstruya
estructuras vitales como la via aérea o la via visual, hemangiomas ulcerados
sintomaticos, hemangiomas hepaticos complejos, lesiones asintomaticas que
contindan creciendo en tamano, lesiones de la cara media que amenazan con
desfiguracion permanente, o lesiones grandes que causan sobrecarga cardiaca
(Lee & Bercovitch, 2013). Una cuidadosa consideracion de los riesgos potenciales
de efectos adversos en contra de los beneficios se lleva a cabo antes de iniciar el
tratamiento. Una vez tomada la decision de tratar el HI, se pueden seleccionar
terapias farmacologicas, quirurgicas y no invasivas.(Sanchez-Carpintero et al.,
2011)

Tratamiento Farmacologico

Anteriormente el tratamiento de los Hemangiomas infantiles en los afios 60s
se inicio con terapia sistémica e intralesional de esteroides como prednisolona, en
los afios 80s y cercano a los 90s interferon alfa se administr6 como alternativa a lo
HI resistentes a esteroides, posteriormente en 2008 propranolol fue efectivo y bien

tolerado para el manejo de HI (Darrow et al., 2015). Actualmente la farmacoterapia
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propuesta por la AAP consiste en el uso de propranolol como agente de primera
linea para HI que requieren tratamiento sistémico, puede ser prescrito prednisolona
o prednisona si hay contraindicacién o inadecuada respuesta a propranolol, puede
ser recomendado inyeccion intralesional de triamcinolona y/o betametasona para el
tratamiento focal; en HI voluminosos en fase proliferativa o localizados en ciertas
ubicaciones anatémicas criticas (ej. Labios) es recomendado maleato de timolol
tépico como terapia para HI delgados y/superficiales (Krowchuk et al., 2019).

A continuacion, se resume informacion de los diferentes tratamientos
farmacoldgicos empleados para tratar hemangiomas infantiles y sus principales
efectos adversos.

A. Corticosteroides orales

Los corticosteroides sistémicos fueron previamente utilizados como terapia de
linea principal para los hemangiomas desde la década de 1960. El rol de los
corticoesteroides es ahora limitado a pacientes con contraindicacion de beta-
bloqueadores o en pacientes que la terapia sistémica con estos fallé (Luu & Frieden,
2013). La mayoria de los nifios reciben una dosis de 2-3 mg/kg/dia por la manana
de prednisolona durante la fase proliferativa y el curso del tratamiento continta por
6 a 12 meses 0 mas dependiendo de la respuesta de la lesion, un tercio de los
pacientes experimenta regresion, otro tercio se mantiene estable y el ultimo no
muestra respuesta. El tratamiento sistémico puede ser efectivo para hemangiomas
de alto riesgo, pero la respuesta es variable y los efectos adversos son
considerables y potencialmente de alto riesgo. Una vez que se logra la respuesta al

tratamiento, se debe iniciar una disminuciéon gradual a los esteroides, ya que la
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interrupcién brusca del tratamiento puede provocar una crisis suprarrenal o0 una
proliferacion de rebote del hemangioma (Satterfield & Chambers, 2019).

Otros efectos adversos de los glucocorticoides sistémicos incluyen ulceracion
gastrointestinal, insomnio, sindrome de Cushing, retraso en crecimiento, resistencia
a insulina, dispepsia y aumento del riesgo de infecciones debidas a la
inmunosupresion. EI mecanismo de accién exacto es aun desconocido en
hemangiomas, pero los corticosteroides han mostrado interrupcién de la
vasculogenesis por inhibicion de la expresion del factor A de crecimiento en el
endotelio vascular (Satterfield & Chambers, 2019).

B. Los corticoides intralesionales y topicos

Se consideran como una alternativa de tratamiento para hemangiomas mas
pequefios (menores a 25 mm) y superficiales. Se ha reportado respuesta al
tratamiento de hasta 90%. Las dosis recomendadas no exceden 3 a 5 mg/kg y las
sesiones se realizan en intervalos de seis a ocho semanas. Los efectos adversos
de la terapia intralesional son la embolizacién y oclusion de arteria central de la
retina, atrofia subcutanea grasa, necrosis epidérmica y despigmentacion del area
tratada.

C. El interferén-a

Inhibe el desarrollo de nuevos vasos sanguineos a partir de vasos
preexistentes. Se indica en el tratamiento de HI agresivos y resistentes a esteroides
con éxito reportado en algunas series hasta en 90% de los pacientes. El

compromiso neurologico que puede producir limita su uso para sélo hemangiomas
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de alto riesgo cuando otros tratamientos han fallado.(Sanchez-Carpintero et al.,
2011)

D. B-bloqueadores

Los B-bloqueadores no selectivos como el propranolol, se han posicionado
como primera linea de terapia para estas lesiones suplantando a los
corticosteroides, mostrando efectividad para todos los tipos de HI (Lee & Bercovitch,
2013). La administracion de otros B-bloqueadores tales como acebutolol, atenolol,
nadolol han sido utilizados en estudios posteriores, asi como tratamientos tdpicos
con timolol en forma de gel (Pediatr & Tratamiento, 2011; Sorrell & Chamlin, 2013).

En un estudio de 44 nifios con HI en cabeza y cara en fase proliferativa a los
cuales se les administro una dosis de 2mg/kg/dia de propranolol combinado con
2mg/kg/dia de prednisona grupo Ay propranolol solo a la misma dosis grupo B, se
encontré resultados significativamente diferentes (P>0.05) en la decrecion del
tamano del tumor, el grupo a fue mejor que grupo b.(Lou et al., 2018)

La mayoria de los dermatélogos utilizan la dosis de 2 mg/kg/dia dividido en 2
dosis, formulado en jarabe simple, con agradable sabor. Antes de iniciar el
tratamiento se debe realizar una valoracion cardiolégica y debe prestarse especial
atencion a los pacientes con problemas bronquiales (Wang, Xia, Zhai, Li, & Li,

2012). Los principales efectos adversos raros pero serios asociados a la distribucion
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sistémica posterior a la administracion por via oral de propranolol son
broncoespasmo, hipotension e hipoglucemia (Mannschreck et al., 2019).
Hemangeol es el unico producto comercial aprobado por la FDA y disponible

en mercado para el tratamiento de HI (https://www.hemangeol.com/hcp/).

Tratamiento quirargico

La AAP recomienda cirugia y/o terapia laser como opciones de tratamiento en
el manejo de HI que ulceran, obstruyan o deformen estructuras vitales (como via
aérea o alrededores) o que envuelven areas sensibles estéticamente. Bajo estas
circunstancias el manejo quirurgico puede ser indicado cuando (1) la lesién no ha
mejorado con cuidado local de la herida o farmacoterapia, (2) la lesion esta bien
localizada y una pronta cirugia puede simplificar la posterior reconstruccion, (3) la
lesion esta bien localizada en un area anatémica favorable y (4) la escisidon
probablemente es necesaria en el futuro y la cicatriz resultante seria la misma. La
decision de realizar una cirugia en la infancia debe tener el conocimiento de los

riesgos de la anestesia general en este grupo de edad (Krowchuk et al., 2019).

A. Laser Pulsante

El laser pulsante es una alternativa de tratamiento no farmacoldgico utilizado
por décadas para el tratamiento de HI, siendo un método seguro y efectivo
removiendo el eritema macular residual y las telangiectasias superficiales en Hl
evolucionados, pero a menudo requiere varios tratamientos para lograr 6ptimos
resultados. Su profundidad de penetracion es de~1 mm, por lo que su uso es
exclusivo de los HI superficiales, tratamiento de la ulceracion y los efectos
residuales (Chen, Eichenfield, & Friedlander, 2012). Los efectos adversos incluyen

sangrado, ulceracion, cicatrices, atrofia de la piel y cambios en la pigmentacion.
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Esto genera una controversia si debe o no ser usado la terapia laser en estadios
tempranos por ejemplo durante la fase proliferativa ya que se han reportado varios
casos que revelan un mayor riesgo de ulceracion, cicatrizacion e hipopigmentacion
cuando la terapia laser es usada durante este periodo (Krowchuk et al., 2019). Un
estudio en 105 pacientes tratados con laser colorante pulsado (PDL) reporto que
4% de los pacientes presento hiperpigmentacion, 14% hipopigmentacion, y 1%
ulceracion (Satterfield & Chambers, 2019).

B. Cirugia

De acuerdo a la AAP la cirugia también es una opcion de tratamiento
importante para los HI que a pesar de la involucion han dejado cambios residuales
en la piel (p.ej. Piel adelgazada, cicatriz, tejido fibroblastoso,, telangiectasias, y/o
deformidades en areas anatémicas como nariz, oido o labio) (Krowchuk et al.,

2019).

2.3. Propranolol

Los farmacos p-bloqueadores son antagonistas de los receptores -
adrenérgicos y bloquean estos receptores en diferentes 6rganos como el corazén,
vasos periféricos, bronquios, pancreas y el higado.

El propranolol es un agente bloqueador B-adrenérgico no selectivo que inhibe
la respuesta a los estimulos adrenérgicos al bloquear competitivamente los
receptores adrenérgicos 3 dentro del miocardio en el plazo de musculo liso vascular
bronquial.

Generalidades de propranolo/

Propranolol ha sido utilizado por mas de 50 afios en pacientes pediatricos y

adultos para tratamiento de hipertension arterial, insuficiencia cardiaca, taquicardia
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e infarto agudo al miocardio. Las dosis empleadas en pacientes pediatricos van
desde los 0.5 hasta 6mg/kg/dia.

Propiedades fisicoquimicas

Clorhidrato de propranolol es un sdlido blanco cristalino que es facilmente
soluble en agua y etanol >44.4 ug/mL. Su peso molecular es 295.80 g/mol su pKa
es de 9.45 y su rango de fusion es de 162~165°C. Compuesto de dos anillos
aromaticos un grupo éter, un alcohol, y una amina secundaria. En soluciones
acuosas se descompone por la oxidacion de la cadena lateral del isopropilamino,
acompanada por una reduccién en el pH y la posterior decoloracién de la solucion.

Las soluciones de propranolol mas estables se obtienen a un pH entre 3.0 y
3.5 y se descomponen rapidamente en pH alcalino.

Propranolol en su forma no ionizada tiene un peso molecular de 259.34g/mol,
un logP= 3.48 , solido con un punto de fusion de 96 °C, solubilidad en agua de 61.7

mg/L a RT, Caco 2 permeabilidad de -4.58, y un pKa de 9.42 (pubchem).

O ‘ . C_l_

o

OH

YNHz
+

Figura 2 Estructura molecular de propranolol clorhidrato
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Farmacocinética de propranolo/

e Absorcion
Se absorbe casi completamente desde el tracto gastrointestinal, sin embargo,

las concentraciones plasmaticas alcanzadas son muy variables entre individuos.
Propranolol es altamente lipofilico, se somete a alto metabolismo de primer paso
por el higado y en promedio, sélo alrededor del 25% del farmaco alcanza la
circulacién sistémica.

e Distribucion

Aproximadamente el 90% del farmaco circulante se une a las proteinas
plasmaticas El volumen de distribucién es de aproximadamente 4 litros/kg.

e Metabolismo y eliminacion

Propranolol se metaboliza a través de tres vias principales: hidroxilacién
aromatica, N-desalquilacion y la glucuronidacion directa. La vida media plasmatica
aparente es de aproximadamente 10 horas.

Tratamiento con propranolo/

El tratamiento comienza después del diagndstico y eleccion del medicamento

por parte del médico tratante. Antes de iniciar la terapia ambulatoria, el médico debe
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considerar algunos parametros hemodinamicos basales y estudios como
electrocardiograma, toma de presion arterial y frecuencia cardiaca.

Las dosis se basan en la respuesta individual del paciente. Se recomiendan
una dosis objetivo de 1-3 mg/kg/dia. La terapia ambulatoria se inicia con dosis de
0.5 mg/kg/dia dividido en intervalos de 8 horas u 6 horas.

La forma de administracion habitual es la via oral; al no existir comercializado
en la mayoria del mundo se indica en formula magistral o extemporanea en forma

de solucion (Sanchez-Carpintero et al., 2011).

Mecanismo de accion de propranolol en HI
a) Vasoconstriccion.

Se atribuye a una disminucion de la liberacibn de o&xido nitrico, es
inmediatamente visible y se traduce en un cambio de coloracién asociado a una
disminucién de la consistencia del hemangioma durante los primeros dias de
tratamiento, los B-bloqueadores sin efectos alfa-antagonistas, como el propranolol,
inhiben la vasodilatacion mediada por adrenalina, se contraen los capilares, y
reducen el flujo de sangre al hemangioma. Estos efectos se ven dentro de 1-3 dias
después del inicio de la terapia con propranolol.

b) Disminucion de genes proangiogénicos

Existe una disminucién de los genes involucrados en el crecimientos de los Hl
como el bFGF y el VEGF, a través de una reduccién de la via proteina-cinasa RAF
mitégeno-activada, provocando un detenimiento en el crecimiento del hemangioma,
ademas propranolol reduce la expresion del factor de crecimiento endotelial

vascular, una proteina senal que estimula la formacion de nuevos vasos sanguineos
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(angiogénesis) para proliferacion del hemangioma, e inhibe la tubulogénesis, lo que
impide la angiogénesis de las células endoteliales micro vasculares.

c) Apoptosis

La activacién de la apoptosis de las células endoteliales de los capilares,
comportando la regresion final del tumor (relacionado con los efectos a largo plazo
del propranolol). La apoptosis de células endoteliales se produce principalmente
durante la fase de involucidon y se acelera por el bloqueo beta-adrenérgico (Storch
& Hoeger, 2010)(Chen et al., 2012).

Efectos adversos y contraindicaciones de propranolo/

En pacientes con HI tratados con propranolol por via oral los efectos adversos
observados se presentan en aproximadamente el 33 % de los pacientes (Yang et
al., 2019). El principal efecto adverso asociado al uso de propranolol es alteracion
del suefio (Darrow et al., 2015; Lee & Bercovitch, 2013; Yang et al., 2019), otros
efectos adversos comunes son frescura, acrocianosis, manchas en extremidades
distales, diarrea o pérdida de apetito, vomito, hipotensién, vomito y eventos
respiratorios incluidos infecciones (Raphael et al., 2016). En casos mas severos,
aunque menos frecuente se observaron hipoglicemia, broncoespasmo e
hipotensién (Babiak-Choroszczak et al., 2019; Yang et al., 2019). Sin embargo,
propranolol contribuye significativamente a la involucion de los HI con una alta
eficacia y un bajo grado de efectos adversos (Lee & Bercovitch, 2013). Los eventos
adversos presentados en un metaanalisis descrito por Yang et. al., 2019, en
pacientes con HI se enlistan en la Tabla 2.

Tabla 1 Efectos adversos asociados a propranolol oral en pacientes con HI (n=1839)

Evento adverso n (%)
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Diarrea o pérdida de apetito

Desordenes de suefio

Bronaquitis, bronquiolitis, hiperactividad
bronquial
Vomito

Agitacion
Constipacion
Manos y pies frios
Otros

Hipotension, bradicardia o episodio de
desvanecimiento
Somnolencia

Broncoespasmo
Hipoglicemia

Insomnio

Total

Se encuentra contraindicado el uso de propranolol en pacientes con

2.4. Anatomiay fisiologia de la piel

La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo, protege contra el calor, la luz solar,
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antecedentes de asma bronquial, insuficiencia cardiaca, y broncoespasmo; por lo
que su uso se debe limitar y utilizarse bajo continua supervision médica en casos

en los que sea necesario su uso en este tipo de padecimientos (Drolet et al., 2012).

las lesiones y las infecciones. Ayuda también a controlar la temperatura del cuerpo

y almacena agua, grasa y vitamina D, es la principal barrera que evita el paso de



farmacos de aplicacion topica. La piel tiene varias capas, pero las dos principales
son la epidermis (capa superior o externa) y la dermis (capa inferior o interna). (NCI,

2016)

Epidernus

Dermus

Tepdo subcutaneo

Figura 3 Anatomia de la piel. Muestra la epidermis, la dermis y el tejido subcutaneo.
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Epidermis

La epidermis esta constituida por un epitelio escamoso que esta compuesta
de manera general por tres tipos de células:

Células escamosas: células delgadas y planas que forman la capa superior de
la epidermis.

Células basales: células redondas debajo de las células escamosas.

Melanocitos: células que elaboran melaninay se encuentran en la parte
inferior de la epidermis. La melanina es el pigmento que da su color natural a la piel.
(NCI, 2016)

La epidermis se constituye por 4 capas en todas estas la célula mas presente
es el queratinocito, iniciando por la parte mas externa se encuentra el estrato corneo
(SC) que consiste en varias capas de corneocitos (muertas y aplanadas) embebidas
en una matriz laminar agua:lipido (Manca et al., 2016); después se encuentra la
capa granulosa y esta constituida por una o varias hileras de células que contienen
los granulos de queratina, por debajo de esta se haya el estrato espinoso que esta
constituido por multiples hileras de queratinocitos de citoplasma eosindfilo,
aplanados y unidos entre si por los desmosomas y por ultimo la capa basal es la
mas profunda constituida por una sola capa de células cuboidales.

También podemos encontrar en la epidermis células de Merkel a nivel de la

capa basal y células de Langerhans que tienen la funcion de presentacion
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antigénica y estan involucradas en una gran variedad de respuestas inmunes por

medio de la activacion de las células T.

Dermis

La dermis es el soporte de la piel y estd formada por fibras de colageno y
elastina que contiene pocos fibroblastos, y finalmente la hipodermis compuesta por
fibroblastos, células adiposas y macréfagos (Manca et al., 2016).

Foliculo piloso: los orificios foliculares ocupan 0.1% del total del area
superficial de la piel (Escobar-Chavez et al., 2012). Entre las principales funciones
del pelo esta el actuar como un receptor sensible del tacto. Las glandulas sebaceas
estan también vinculadas con cada foliculo piloso y producen una secrecion grasosa
que ayuda a acondicionar el pelo y la piel circundante (Enciclopedia médica

A.D.AM., 2015).

2.5. Propiedades de la barrera de la piel

Las principales funciones de la piel son evitar la invasién de organismos,
actuando como una barrera defensiva a las amenazas del ambiente externo. La piel
ha desarrollado mecanismos de defensa: barreras fisicas, inmunoldgica,
metabdlicas y con proteccién UV, para inhibir los ataques de microbios, productos

quimicos toxicos, radiacion UV y material particulado, pudiendo también ser
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utilizada como un puerto de entrada para sustancias terapéuticas tales como
farmacos y vacunas (Manca et al., 2016).

El SC representa la principal barrera de la piel de modo que, para permear una
sustancia, la difusion a través del SC es un paso limitado en la velocidad (Prow et

al., 2011).

2.6. Rutas de absorciéon transdermal

La absorcion transdermal de farmacos depende de una variedad de factores
incluidos el tamafio de molécula, la permeabilidad de la membrana dada por el
sistema de liberacién transdermal, el estado de hidratacién de la piel, el pH del
farmaco, el metabolismo del farmaco por la flora de la piel, la estabilidad de la
formulacién, la solubilidad del lipido y el SC como reservorio del farmaco (Tanner &
Marks, 2008).

Ruta Intercelular

Las regiones interlamelares en el SC, incluyen regiones conectoras con menos
lipidos ordenados y mas cadenas hidrofébicas flexibles. Los fluidos lipidicos en la
barrera de la piel son crucialmente importantes para la difusidon transepidermal de
lipidos y moléculas anfifilicas, ocupando estos espacios para la insercion y
migracion a través de las capas lipidicas intercelulares de estas moléculas.
Moléculas hidrofilicas difunden predominantemente de forma lateral a través de
estas superficies con menores espacios interlamelares llenos de agua, moléculas
polares también pueden usar estos espacios libres con el mismo fin (Escobar-
Chavez et al., 2012).

Para la mayoria de los penetrantes la ruta intercelular es favorecida. Pequeinas

moléculas pueden moverse libremente dentro del espacio intercelular y las
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velocidades de difusién se rigen en gran medida por su lipofilicidad pero solo
propiedades fisicoquimicas como peso molecular o volumen, solubilidad y habilidad
de formar puentes de hidrogeno.

Ruta Transcelular

La difusion transcelular por si sola es practicamente insignificante sin embargo
la contribuciéon puede incrementarse cuando el SC es expuesto a estimulaciones
eléctricas, mecanicas, termales, o al utilizar penetrantes apropiados.

La penetracion folicular ha tenido un enfoque importante por el hecho de que
el farmaco puede llegar a almacenarse en el foliculo y ha sido estudiado en

desordenes de la piel (Escobar-Chavez et al., 2012).

2.7. Sistemas nanoparticulados lipidicos de liberacion de

farmacos

Nanotecnologia es un concepto que muestra la habilidad de trabajar en una
escala de 1-100 nanémetros para entender disefar, crear, caracterizar y utilizar
materiales estructurales y sistemas con nuevas propiedades derivadas de tamaros
nanométricos. Los nanomateriles pueden ser naturales, incidentales o
manufacturados que contienen particulas en un estado libre, agregado o
aglomerado, y donde el 50 % o mas de la distribucion de tamafio de particula en

una o mas dimensiones esta entre 1-100 nm, sin embargo, algunos estudios usan
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el prefijo “nano” en estructuras que superan ligeramente los 100 nm (Nobile &
Nobile, 2017).

La nanotecnologia ha sido ampliamente explotada en la administracién de
farmacos con un gran potencial en la mejora de la eficiencia y la eficacia de
farmacos (Chen Kang, 2016).

Algunos parametros que influyen en la actividad biolégica de los
nanomateriales son: el tamafo de particula, la distribucion de tamafos, el area
superficial, la carga de superficie, la funcionalidad de superficie, la forma, el estado
de agregacion y la estabilidad (E., LLC 2011), el tamafio de particula puede
determinar la vida media y distribucion por ejemplo particulas menores a 10 nm son
filtradas por el rindn, particulas mayores a 200 nm son fagocitadas y removidas por
el bazo. Las nanoparticulas con mayor efecto terapéutico se encuentran en el rango
de 10 a 100 nm de tal forma que pueden fluir por todo el sistema circulatorio y
penetrar en los tejidos diana a través de los capilares (Nobile & Nobile, 2017).

Desde los afos 1970 varias generaciones de sistemas de suministro de
medicamentos se han desarrollado para la administracion controlada de farmacos
en el cuerpo, los acarreadores de tamafio nanométrico son particularmente
atractivos ya que proveen proteccion al farmaco, mejoran la captacién celular y
liberan en sitios especificos (Lallana, Sousa-Herves, Fernandez-Trillo, Riguera, &
Fernandez-Megia, 2012).

Nanoparticulas lipidicas

En los afos 90’s las nanoparticulas lipidicas se comenzaron a desarrollar

como compuestos de lipidos sélidos los cuales se propusieron como portadores de
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farmacos, este sistema ha sido estudiado y modificado desde el concepto original
hasta sistemas mas complejos.

Las nanoparticulas lipidicas solidas son portadores coloidales que van de 50
a 1000 nm, se componen de lipidos que se dispersan en agua. Estas se consideran
que son los portadores coloidales a base de lipidos mas eficaces.

Estas poseen un nucleo sdlido lipidico, que puede solubilizar farmacos
lipofilicos. El nucleo sdlido lipidico se estabiliza con tensoactivos o emulsificantes.

Las nanoparticulas lipidicas son generalmente compuestas de lipidos
biocompatibles y surfactantes naturales. Algunas cargas del lipido pueden ser
modificadas como la del acido estearico y proveer grupos activos que actuan como
puntos de anclaje de ligando (Singh, Swami, Jeengar, Khan, & Sistla, 2015).

La capacidad de incorporacion o capacidad de carga de las SLN se expresa
como un porcentaje a la fase lipidica (matriz lipidica + farmaco). La capacidad de
carga es variable y depende de algunos factores. Sin embargo, se considera tipico
un % entre 1 y 5 para las SLN. Aunque se han reportado cargas de hasta un 50%,
dependiendo del sistema estudiado y del estado de agregacién en que se encuentra
(Villafuerte Robles, Garcia F., Garzonn S., Hernndez L., & Vazquez R., 2008).

La captacion de SLN (<180nm) en los queratinocitos ha sido estudiada y
sugiere que estas atraviesan la membrana celular faciimente, sin efectos toxicos
(Prow et al., 2011).

Los avances que se reportan en la literatura con el uso de materiales lipidicos
han demostrado ventajas sobre los métodos anteriores como es baja toxicidad, alta
carga de farmaco, la capacidad de incluir farmacos lipéfilos e hidrofilos y la

liberacion controlada, ademas de estas una caracteristica interesante es que las
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nanoparticulas solidas lipidicas pueden mejorar la absorcidn de diferentes
medicamentos, por lo que es una alternativa para sustancias con escasa solubilidad
en agua y escasa absorcion.

Acarreadores lipidicos nano estructurados

Los acarreadores lipidicos nano estructurados (NLC) se proponen para liberar
farmacos altamente lipofilicos. Esto es porque la mayoria de farmacos tiene alta

solubilidad en lipidos liquidos (aceites).

2.8. Fundamentos de los métodos de analisis

Calorimetria diferencial de barrido

DSC es una técnica termoanalitica que analiza como la temperatura cambia la
capacidad calorifica de un material. Una muestra con masa conocida se calienta o
enfria y los cambios en su capacidad calorifica se registran como cambios en el flujo
de calor. La técnica mide la cantidad de calor necesaria para elevar la temperatura
de una muestra; luego determina la cantidad de calor requerida para elevar la
temperatura de un material de referencia. Esto permite la deteccién de transiciones

como fundidos, transiciones de vidrio, cambios de fase y curado. DSC se utiliza para
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determinar la transicion de fase térmica en muestras y las interacciones entre los
componentes.

Cromatografia liquida de alta resolucion

HPLC es una técnica utilizada para separar los componentes de una muestra,
el principio de separacién se basa en la distribucion del analito entre la fase movil y
la fase estacionaria (columna),

Esta separaciéon se da debido a la diferencia en las afinidades relativas de
diferentes moléculas por la fase mévil y la fase estacionaria utilizada en la
separacion.

Dispersion de luz dinamica

Las particulas pequefias en una dispersion o solucién estan sujetas al
movimiento browniano. El DLS es impulsado por colisiones con las moléculas de
disolvente presentes, que estan en constante movimiento debido a su energia
térmica. La velocidad del movimiento browniano se puede medir directamente a
partir del patrén de luz dispersa producido por las particulas en movimiento. La
muestra se ilumina mediante un rayo laser y las fluctuaciones de la luz dispersa se
detectan a un angulo de dispersién conocido 6 mediante un detector de fotones
rapidos.

Espectrofotometro FT IR

FT IR es una técnica utilizada para obtener un espectro infrarrojo. La técnica
se basa en el hecho de que la mayoria de las moléculas absorben luz en la regién
infrarroja del espectro electromagnético, convirtiéndola en vibracion molecular. Esta
absorcion corresponde especificamente a los enlaces presentes en la molécula.

Cuando la radiacion de infrarrojos alcanza una muestra, parte de la radiacion es
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absorbida por la muestra y otra parte la atraviesa (se transmite). La senal resultante
en el detector es un espectro que representa la «huella» molecular de la muestra.
La utilidad de la espectroscopia de infrarrojos se debe a que distintas estructuras
quimicas (moléculas) producen distintas huellas espectrales.

Espectrofotometro UV-Vis

La espectroscopia UV-Vis se basa en la absorcién de luz ultravioleta o luz
visible que tienen los compuestos quimicos a cierta longitud de onda para
determinar su concentracion. La luz incidente es capaz de efectuar la excitacién de
los electrones en el atomo o molécula en estado fundamental a niveles mas altos
de energia dando lugar a la absorbancia del compuesto a una longitud de onda
especifica.

La ley de Beer-Lambert establece que la concentracion de una sustancia en
solucién es directamente proporcional a la 'absorbancia’, de la solucion.

Absorbancia = constante x concentracion x longitud de la celda

La ley solo es cierta para la luz monocromatica, es decir, la luz de una sola
longitud de onda o una banda estrecha de longitudes de onda, y siempre que el
estado fisico o quimico de la sustancia no cambia con la concentracion. Cuando la
radiacion monocromatica pasa a través de una solucion homogénea en una celda,
la intensidad de la radiacién emitida depende sobre el espesor de la celda y la

concentracion de la solucion.
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1. METODOLOGIA



3.1. Equipo y materiales
Equipos
Agitador magnético VWR Dyla-Dual

Analizador térmico SDT Q600 V20.9 Build 20. TA instruments

Balanza analitica Denver Instrument M-200

Bomba para jeringa RAZEL™, R-99.E

Cromatografo HPLC Ultimate 3000 Thermo Scientific

Detector de luz dinamica, Zetasizer Nano ZS, Malvern instruments, ZEN3500 con
laser verde 532 nm

Disolutor Distek 2100c (Basel, Switzerland)

Equipo de filtracion con membrana milipore superlco, Life sciences GHP agrodisc
25mm

Espectrofotometro UV-Vis, Beckman Coulter DU® 520

Homogeneizador, Sistema Polytron PT1600E, 7mm, Kinematica, acoplamiento tipo
E, PTDAQ7/2EC-E107

Liofilizador Freeze Dry Sistem/Freezone 4.5 Labconco serie 0309095570, 60 ciclos
Mezclador 16700, Thermolyne

Microscopia electronica de barrido de emisién de campo, Modelo JSM-7800F Prime
Potencidmetro, 430 Corning

Purificador de agua MiliQ. PURELAB Option ELGA DV25

Purificador de agua, Barnstead Sybron, modelo D2604

Rota vapor, BUCHI R-215

Sonicador, Branson 5510
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Syrenge filter 0.2um, filtros Suport-100 0.2um 47mm PN60210, Suport-100 0.1um
47mm PN60310

Transformada de Fourier espectroscopia infrarrojo, Thermo Scientific modelo
Nicolet Is5

Ultracentifuga Beckman Coulter, JA 20

Materiales
Acetato de etilo. EM SCIENCE, reactivo grado analitico

Acetato de metilo. Sigma Aldrich, reactivo grado analitico, 298%

Acetonitrilo. Fermont, reactivo grado HPLC

Acido formico 90%, Baker PCS, reactivo grado analitico

Agua MiliQ

Alcohol isopropilico, FAGA Lab, reactivo grado analitico

Amortiguador salino de fosfatos

Clorhidrato de propranolol. Spectrum, reactivo grado analitico

Metanol. FAGA Lab, reactivo grado analitico

Metanol. Fermont, reactivo grado HPLC

Mowiol® 4-88 (Polivinil alcohol), Mw ~31,000 Da. De Sigma Aldrich, reactivo grado
analitico

Oleato de potasio 20%. Mw: 320.55g/mol. Eastchem, reactivo grado analitico

Tween® 80, Sigma-Aldrich, reactivo grado analitico

3.2. Formacion del oleato de propranolol a partir de clorhidrato

de propranolol y la sal potasica del acido oleico
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Oleato de propranolol fue preparado por adicion de oleato de potasio a
clorhidrato de propranolol (250 mg) en solucién acuosa a una relacién molar de (1:1)
en orden de generar un complejo equimolar (Rowley, Orbes, Ork, Yqvist, & Amber,
1999). La solucién de oleato de potasio a partir del reactivo al 20% fue preparada
en agua a 677.29 mg/mL para tener una concentracion efectiva de oleato de potasio
de 135.4 mg/mL, clorhidrato de propranolol en solucién acuosa se prepard a una
concentracion de 125 mg/mL, de estas soluciones se tomaron 2 mL de cada una
para proceder a la formacién de la sal oleato de propranolol.

La sal lipidica (SL) se formo6 agregando gota el oleato de potasio en solucién
al clorhidrato de propranolol en solucién. El procedimiento se realizé como sigue:
en un tubo de ensaye colocar exactamente 2 mL de clorhidrato de propranolol y
colocar el tubo sobre un vortex, cargar una jeringa (con ajuga) con 2 mL de oleato
de potasio y colocar sobre bomba para jeringa (RAZEL™, R-99.E) programar a una
velocidad de ~ 0.25 mL/min y mantener agitacién en vortex tras agregar cada gota
de oleato de potasio al tubo que contiene el farmaco, al término de la adiccion
calentar en bafio maria a 40°C por 30 segundos y proceder a centrifugar a 3,400
rom por 10 minutos a temperatura ambiente, seguir con una decantacion de la fase
acuosa y agregar 1 mL de agua para disolver el exceso de propranolol que se
encuentre libre en la fase acuosa, mezclar en vortex y centrifugar nuevamente por
5 minutos a 3,400 rpm, al término de la centrifugacion con cuidado de no mezclar
las fases calentar por 10 segundos a 40°C esto sirve para observar en coloraciéon
blanquecina la sal lipidica y decantar la fase acuosa, proteger el tubo de la luz y
evaporar el exceso de humedad en estufa de vacio a presion reducida y temperatura

de 30°C por 24 h, al finalizar este paso se obtuvo una cera semisdlida a la cual se
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le registrd el peso para futuros calculos y se almacené en refrigeracion (4-8°C) con
desecante. Almacenar el sobrenadante en un matraz volumétrico aforado a 10 mL
para futuro calculo de propranolol no conjugado en sal utilizando la recta de

calibracion de propranolol en agua.

3.3. Caracterizacion de la sal oleato de propranolol

Determinacion de % de rendimiento

Se determind el porcentaje de rendimiento de la sal lipidica formada mediante

diferencia de peso medido en balanza analitica, aplicando la siguiente ecuacion:

% Rendimiento = =% x 100 (1)

W3
Donde w, corresponde al peso del producto obtenido experimentalmente y w,

al peso tedrico de los reactivos utilizados.

Cuantificacion de contenido de farmaco en la sal lipidica

La preparacién de la sal oleato de propranolol para su lectura se realizé como
sigue. Pesar exactamente 25 mg de producto, traspasar a un matraz volumeétrico de
25 mL y disolver con aproximadamente 20 mL de metanol, sonicar por 5 minutos,

aforar con metanol y mezclar [1 mg/mL], tomar una alicuota de 1 mL de solucion

42



anterior y traspasar a un matraz volumétrico de 10 mL y aforar con PBS pH 7.4 esta
solucion tendra una concentracion final de [0.1 mg/mL equivalente a 100 ug/mL ].
Para el método HPLC filtrar y depositar directamente a un vial para HPLC, leer
por cromatografia liquida de alta resolucién a 291 nm con n=3. (y = 0.193 x — 0.2265)
Para el método espectrofotométrico UV-Vis leer en celda de cuarzo a 290 nm
con n=3. (y =0.0191 x - 0.0128)

Aplicar la siguiente formula

. , cantidad de farmaco testeada en la SL
Contenido de farmaco = x 100 (2)
w total de la SL

Donde la cantidad probada en la sal lipidica se obtiene del calculo de
concentracion a partir de la absorbancia medida.

Método espectrofotometro UV-VIS

Para conocer las posibles interferencias de absorcion en este método la sal
oleato de propranolol y sus reactivos de referencia (clorhidrato de propranolol y
oleato de potasio) fueron caracterizados con espectrofotéometro UV-Vis (Beckman
Coulter DU® 520) para determinar Amax de propranolol y realizar la correcta
cuantificacion del farmaco mediante método espectrofotométrico, Para esto re
realizaron dos curvas estandares una en medio acuoso y otra en medio PBS pH
7.4, se realiz6 (a) un barrido de propranolol de concentracion conocida [0.05 mg/mL
equivalente a 50 ug/mL] desde 200-340 nm, previo a la lectura de los puntos de la
curva estandar (las muestras se prepararon de la misma manera que para la curva

estandar) y (b) un barrido del oleato de potasio a una concentracion de [0.05 mg/mL
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equivalente a 50 ug/mL] y (c) curva estandar de concentracion conocida con n=3.
Ver metoddloga 3.9 de preparacion de muestras para curva estandar.

Espectrofotometro FT IR

Transformada de Fourier espectroscopia infrarrojo fue llevada a cabo usando
Thermo Scientific modelo Nicolet Is5 desde 4000 a 700 cm. La sal lipidica fue
colocada directamente sobre la superficie del cristal y analizadas a temperatura
ambiente, previamente secadas durante 24 h a RT y presién reducida para eliminar

el exceso de humedad.

Calorimetria diferencial de barrido (DSC)
Oleato de propanolol fue analizada por DSC (SDT Q600 V20.9 Build 20) en

alumina pan a 2°C/min con arrastre de nitrogeno 100 mL/min en un rango de 25-

200 °C.

3.4. Disefio experimental

Utilizando el software Statghrapics se aplica un disefio experimental. Los
atributos son disefio de superficie de respuesta factorial de tres niveles 32. El disefio
base consta de 2 factores experimentales (Tabla 2), 3 bloques, 3 respuestas, 33
corridas incluyendo 2 puntos centrales por bloque, con 25 grados de libertad para
el error y completamente aleatorizado (Tabla 3).

Tabla 2 Descripcién de factores experimentales en disefio factorial 32

Factores Bajo Alto Unidades Continuo
PVA: Tween 80 |-1.0 1.0 % Si
Sal lipidica 80 120 mg Si
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El disefo factorial estudiara los efectos de dos factores, factor A: contenido de
PVA:Tween 80 en relacidon porcentual (2:3) y factor B: contenido de sal lipidica;
sobre las respuestas Tamaro (nm) y EE (%). El disefio debera ser ejecutado en 3
bloques. El orden de los experimentos ha sido completamente aleatorizado. Esto
aportara proteccion contra el efecto de variables ocultas.

Tabla 3 Tabla de datos de experimentos del disefio factorial

Corrida  Bloque  PVA:Tween80  Sal lipidica  Bloque  PVA:Tween80  Sal lipidica  Bloque  PVA:Tween80  Sal lipidica

1 1 0 100 2 0 100 3 0 100
2 1 -1 100 2 -1 100 3 -1 100
3 1 -1 80 2 -1 80 3 -1 80
4 1 1 120 2 1 120 3 1 120
5 1 -1 120 2 -1 120 3 -1 120
6 1 0 80 2 0 80 3 0 80
7 1 0 100 2 0 100 3 0 100
8 1 1 80 2 1 80 3 1 80
9 1 0 100 2 0 100 3 0 100
10 1 0 120 2 0 120 3 0 120
11 1 1 100 2 1 100 3 1 100

Como indica la Tabla 2 el factor PVA:Tween 80 en relacion porcentual
constante 2:3 se establece el nivel bajo como -1, el central 0 y el alto como 1. Los

valores porcentuales para los valores descritos son (1.5 : 2.25), (2 : 3), (2.5 : 3.75)
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respectivamente . El factor contenido de sal lipidica se encuentra explicitamente

descrito en la Tabla 2, valor bajo 80 mg, central 100 mg y alto 120 mg.

3.5. Preparacion de nanoparticulas lipidicas mediante la
adaptacion del método de emulsiéon-difusion

Prueba de solubilidad de /a sal lipidica en diferentes solventes

En orden de determinar la solubilidad de oleato de potasio, en dos diferentes
solventes se realiz6 una prueba cualitativa, se evalué acetato de metilo que tiene
una alta miscibilidad en agua y acetato de etilo el cual tiene una baja solubilidad en
agua, 33y 8,5 referido a 100 partes de agua respectivamente, se evalué también la
solubilidad en IPA la cual esta reportada ser altamente soluble para compuestos
lipofilicos y se ha utilizado para preparar liposomas (Roberts, Parikh, Blower, &
Agrawal, 2018), como control negativo se utilizé agua y se evalua también la
solubilidad en medio PBS pH 7.4 para futuros experimentos. Primero se saturé el
solvente con agua MiliQ por 5 minutos. Aproximadamente 100 mg de oleato de
potasio fueron disueltos en 3 mL de solvente saturado o agua a una concentracion
de [3.33 % wl/v], sellados y se mantuvieron agitando por 12 h a temperatura

ambiente. De forma visual se determiné que si la muestra presenta trasparencia se
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asocia con una correcta disolucion de la sal lipidica en el solvente (Quintanar-
Guerrero, Tamayo-Esquivel, Ganem-Quintanar, Allémann, & Doelker, 2005).

Preparacion de NPs mediante adaptacion de método emulsion-difusion

La preparacion de las nanoparticulas de oleato de propranolol se realizdé de
acuerdo al método adaptado emulsién difusién (Quintanar-Guerrero et al., 2005).

Saturar el solvente y el agua por 5 minutos a temperatura ambiente (RT) en
un embudo de separacion antes de su uso con el fin de garantizar el equilibrio
termodinamico inicial de ambos liquidos.

Para una formulacion en nivel central (Factor A nivel 0 (2:3), Factor B nivel 100
mgq). Pesar 100 mg de oleato de propanolol, disolver en 5 mL de solvente saturado
de agua (75:25), esta fase se designara como fase organica-interna (Fl).

Emulsionar agregando gota a gota ~ 0.5 mL/min (0.45) la FI con 10 mL de
solucion acuosa saturada con disolvente que contiene una baja concentracion [2 %
w/v] del estabilizador PVA (medio de dispersion) a RT o0 2 % w/v y Tween 80 al 3%
v/v. Utilizando un agitador mecanico a 5000 rpm y mantener emulsionando por 5
min posterior a la adicion de la FI (Polytron PT1600E). Al finalizar este paso se
obtiene una emulsion aceite en agua (O/W). (tiempo promedio de emulsién 16
minutos)

A la emulsion aceite en agua, agregar 30 mL de agua simple (medio de
dilucion) y dejar agitando por 10 min mas, con el fin de permitir la difusion del
solvente en la fase continua, causando la agregacion del lipido en nanoparticula.

Tiempo total de emulsion de 26 minutos. Eliminar el disolvente utilizando un rota
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evaporador (BUCHI R-210) con presién reducida a 30°C por 15 min y aforar a 50

mL con matraz volumétrico.

Purificacion mediante método de centrifugacion con membrana

La preparacion en fresco de NPs se purific6 mediante centrifugacién con
unidades PALL que contiene una membrana ultracel de celulosa regenerada y alta
recuperacion con corte de peso molecular de 100,000 Da de acuerdo al método
descrito por Roberts et al. (Roberts et al., 2018). La muestra fue mezclada para
asegurar la correcta homogenizacion y posteriormente es adherida al tubo. Los
tubos fueron centrifugados a 4 °C por 10 minutos a 6,000 x g (Ultracentifuga
Beckman Coulter, JA 20). Seguido de cada filtracién, la solucién de NPs fue
rediluida al volumen inicial y los tubos son lavados con alcohol isopropilico al 70%
v/v en dos rondas a 4 °C por 10 minutos a 6,000 x g, y enjuagados con agua MiliQ
posterior a cada ronda.

Tabla 4 Seguimiento de rondas para la purificacion de NPs con unidades PALL

Ronda Solucidon adherida xg Tiempo Fraccion Purificacion de
(min) restante NPs (%)
1y2 | 5mLdelPA 6000 10 -
3 | 10 mL de NPs frescas 6000 10 0.70 30
4y5 5 mL de IPA 6000 10 0.49 -

6 | Recoleccién de ronda 3, 6000 10
aforada a 10 mL
7y 8 | 5mLdeIPA 6000 10 0.34 -

9 | Recolecciéon deronda 6, 6000 10
aforada a 10 mL

10y | 5mLde IPA 6000 10 -
11
12 | Recoleccién de ronda 9, 6000 10 0.24 76
aforada a 10 mL
13y | 5mLdeIPA 6000 10 -
14
15 | Recoleccién deronda 12, 6000 10 0.16 86

aforada a 10 mL
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Liofilizacion
Las muestras purificadas provenientes de la concentracion en unidades pall
fueron recolectada y se congelaron en viales de vidrio y se liofilizaron a presion

reducida a -48°C durante 48 horas (Liofilizador Freeze Dry Sistem/Freezone 4.5

Labconco).

3.6. Caracterizacion de NPs de oleato de propranolol

Reconstitucion

Las NPs liofilizadas se reconstituyen con el volumen necesario de agua MiliQ,
para obtener una concentracién igual a la preparada inicialmente, aproximadamente
0.1-0.5 % wiv.

Se peso 10 mg de muestra pura y se dispers6 en 1 mL de agua MiliQ con
agitacion mecanica por 24 horas a 100 rpm 25 grados

Determinacion del tamano de particula por DLS

La técnica de dispersion de luz dinamica se utiliza para determinar el tamario
e indice medio de polidispersidad de las particulas. La preparacion de la muestra
se realizé de la siguiente manera, para muestras frescas se toma 1.0 mL de la
solucion y se afora a 10 mL con agua MiliQ para tener una concentracion de ~ 5
mg/mL , de esta dilucion se toma una alicuota de 1 mL y se introduce en la celda
para DLS. Para muestras resuspendidas tomar la cantidad requerida para una

concentracion aproximada de 0.1 — 0.5 % w/v igualando las condiciones de
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concentracion de una muestra fresca. Transferir a una celda transparente y colocar
en la rejilla del instrumento, la muestra es analizada bajo los siguientes parametros:
Material: PVA, IR: 1.480. Absorcion: 0.010. Dispersante: Agua. Temperatura:
25°C. Viscosidad: 0.8872.
El andlisis se realiza a partir de muestras simples y muestras resuspendidas,
cada muestra se mide por triplicado.

Microscopia electronica de barrido de emision de campo

Para conocer la morfologia de NPs en formulacién acuosa los sistemas se
estudiaran por FESEM, 2 uL de muestra fresca son colocados sobre una rejilla de
Lacey carbon de 400 mesh, se deja secar completamente a temperatura ambiente,
después es introducida a la camara de muestra donde se procede a observar la
superficie.

Calorimetria diferencial de barrido

Calorimetria diferencial de barrido se describe como una técnica que pretende
comprobar la pureza de farmacos y otros compuestos, caracterizando la fase sélida
y confirmando las interacciones fisicoquimicas. Las transformaciones térmicas y las
fases de transicion de las NPs seran estudiadas con calorimetro.(Silva et al., 2015)

Colocar la cantidad de muestra necesaria, previamente liofilizada y sellada en
un contenedor de aluminio. Clorhidrato de propranolol libre, oleato de potasio, oleato
de propranolol, y NPs-propranolol, seran estudiados. Los resultados se muestran
en una curva de flujo de calor vs temperatura.

Eficiencia de encapsulacion

La determinacién de eficiencia de encapsulacion y cargado de farmaco se llevé

a cabo de acuerdo al siguiente método (Das, Ng, Kanauijia, Kim, & Tan, 2011), tomar
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10 mL de formulacién de nanoparticulas fresca y disolver en 10 mL de metanol
agitar en vortex por 1 minuto para extraer el farmaco del lipido, proceder a
centrifugar la mezcla a 5000 rpm por 15 minutos, del sobrenadante tomar una
alicuota de 1 mL y aforar a 10 con PBS medir la concentracién por HPLC. Este dato
lo llamaremos cantidad de farmaco en la formulacion fresca.

Para determinar la cantidad de farmaco disuelto en la fase acuosa, analizar la
fraccidn filtrada del proceso de purificacién. Después de la centrifugacion la cantidad
de farmaco libre soluble es analizada por HPLC. El filtrado aproximadamente
contiene 20 mL de solucion aforar la fraccion filtrada a 25 mL con PBS y cuantificar
por HPLC. Aplicar las siguientes ecuaciones para determinar cargado de farmaco y

eficiencia de encapsulacion.

cantidad de farmaco en la formulacion—farmaco libre
DL % = ! formulacion=f x100  (3)
w total de las NPs purificadas
DLsw total de las NPs purificadas
EE % = purif 100 (4)

cantidad inicial adherida de SL en las NPsxcontenido de farmaco en SL

Estudio de estabilidad de NPs con respecto al tiempo

La estabilidad fisica se determina almacenando las formulaciones de NPs
frescas en refrigeracién a 4°C por 30 dias, en intervalos de 1, 7, 15 y 30 dias,
adicional se reporta el valor pasados mas de 9 meses, el tamano de particula y PDI

se determina, las muestras se realizan por triplicado.

3.7. Estudios de liberacion in vitro

La liberacion de propranolol es estudiada usando el método de bolsa de dialisis

MW 12-14 KDa. en medio PBS pH 7.4 a 37°C, 100 rpm, figurando las condiciones
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fisiologicas. Cuidadosamente 25 mg de NPs son adheridas a 5 mL de PBS y
colocadas en el medio de difusion. En un periodo de 24 h con intervalo inicial de
0.5, 1, y cada 2 h posteriormente, se toma un alicuota de 1 mL de medio y se
remplaza con medio fresco a un volumen total de 50 mL. La cuantificacion de
farmaco se realiza por método espectrofotométrico UV-visible a 290nm (Singh et

al., 2015).

3.8. Estudios de permeabilidad

Las nanoparticulas de oleato de propranolol son incorporadas a un hidrogel
con base de carbopol y se procede a medir la difusion pasiva del farmaco a través

de una membrana semipermeable utilizando celda Franz.

Preparacion de la membrana

Piel extirpada de abdomen humano fue donada por pacientes sometidos a
cirugias plasticas previo consentimiento informado, inmediatamente después de ser
extirpada, el tejido graso fue retirado con tijera y bisturi, la piel fue lavada tres veces
con solucion fisiolégica, cortada en circulos de 2cm de diametro, secada, empacada
en papel aluminio dentro de bolsa plastica y finalmente almacenada a -20°C hasta
su posterior uso. Para llevar a cabo la permeacién, la piel humana fue previamente
descongelada en solucion fisiolégica por 12 horas (4-8°C) y posteriormente
montada como membrana sobre la celda Franz con la epidermis hacia el
compartimento donador.

Las nanoparticulas previamente resuspendidas en agua por 12 horas son
incorporadas en el hidrogel, ~200ul de gel con NPs son colocados directamente
sobre la piel en un area superficial de 0.7854cm?, en una concentracion aproximada

de farmaco de 0.5mg en el compartimento donador, mantener una temperatura de
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la camara del receptor de 36.5°C, las camaras de los receptores se llenan con
solucion tampén de fosfato (pH 7.4), colocar la preparacion del gel sobre el area
disponible para la difusidén. A intervalos de tiempo tomar muestras de la camara
receptora, utilizando una jeringa, y reponer el mismo volumen con medio fresco,
medir las concentraciones de propanolol en la muestra. La cuantificacion se realiza
por HPLC con detector UV a 291 nm.

Solucién de clorhidrato de propranolol en medio acuoso fue evaluada
directamente sobre la piel a las mismas condiciones que las formulaciones de

nanoparticulas.

3.9. Estudio de citotoxicidad de las nanoparticulas

Se realiz6 el estudio de citocompatibilidad en la linea celular de fibroblastos
embrionarios murinos BALB / 3T3 (ATCC CCL - 163) y cancer de cuello uterino
humano HelLa (ATCC CCL- 2). Las pruebas fueron realizadas en placas de 96
pocillos donde se colocaron 50, 000 células por mL, utilizando medio DMEM con
10% de suero fetal bovino, 1% de solucién de penicilina/estreptomicina.

La placa se coloco en incubacion por 12 horas, una vez transcurridas a las
células se afiadieron en serie las concentraciones (0.1, 1 y 10 mg/ml) de
nanoparticulas las cuales fueron resuspendidas con anterioridad, se colocaron en
una atmosfera humidificada con 5% CO2 y 37 °C por 24 horas. Como control
negativo se utilizaron células sin tratamiento, todos los experimentos fueron
realizados por cuadruplicado. Una vez concluido el tiempo se utilizé el kit MTT
(Roche, Suiza) para cuantificar la proliferacion celular, por ultimo se obtienen las

absorbancias por medio de un lector de microplacas a una longitud de onda de
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620nm Multiskan FC, Thermo Scientific, (Waltham, MA, EE. UU.). Se calculé la

viabilidad celular usando la siguiente ecuacion:

Citocompatibilidad (%) = (M) (100) (5)

Abscontrol

Este ensayo se basa en la reduccién metabdlica del Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocondrial
succinato-deshidrogenasa en un compuesto coloreado de color azul (formazan),
permitiendo determinar la funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas. Este
método ha sido muy utilizado para medir supervivencia y proliferacion celular. La

cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de formazan producido.

3.10. Curvas estandar de propranolol

Método espectrofotométrico UV-Vis

La preparacion de las muestras se realizd como sigue. Pesar exactamente 25
mg de farmaco puro, traspasar a un matraz volumétrico de 25 mL y disolver con ~
20 mL de metanol, sonicar durante 5 minutos y llevar al aforo con metanol, mezclar.
A esta solucion la nombraremos solucion estandar [1 mg/mL], almacenar en vial de
vidrio en refrigeracion hasta su posterior uso. A partir de la solucidon estandar se
realizan las curvas estandares de propranolol en i) agua o ii) PBS pH: 7.4. aforando
con la solucion correspondiente. Realizar diluciones como se muestra en la tabla
siguiente:

Tabla 5 Diluciones de curva estandar

Vial Volumen de Volumen de aforo  [concentracidn]
alicuota ul ug/mL
1 \ 50 10 5
2 \ 100 10 10
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3| 200 10 20
4 | 300 10 30
5 | 400 10 40
6 500 10 50
7 | 600 10 60

Leer las muestras en celda de cuarzo a una Amax =290 nm, con n=3.

Método cromatografia liquida de alta resolucion

Para el método cromatografico se utilizé una columna tradicional C18 3um 300
A 4.6 X 150mm marca Acclaim 300. La fase movil es una mezcla acido férmico
(0.1%) y acetonitrilo con los siguientes gradientes

Tabla 6 Gradientes de método cromatdgrafico

Tiempo  Flujo % Acetonitrilo % Acido formico
min mL/min
151 3 97
301 91
611 30 70
751 50 50
102 | 1 90 10
105 1 40 60
1211 3 97

La preparacidén de las muestras se realizé bajo las mismas concentraciones
que para el método espectrofotométrico. Pesar exactamente 25 mg de farmaco
puro, traspasar a un matraz volumétrico de 25 mL y disolver con ~ 20 mL de metanol,
sonicar durante 5 minutos y llevar al aforo con metanol, mezclar. A esta solucion la
nombraremos solucién estandar [1 mg/mL], almacenar en vial de vidrio en

refrigeracion hasta su posterior uso. A partir de la solucién estandar se realizan la
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curva estandar de propranolol en PBS pH: 7.4. Realizar diluciones como se muestra
en la tabla siguiente:

Tabla 7 Diluciones para curva HPLC

Vial Volumen de Volumen de aforo  [concentracion]
alicuota ul ug/mL

1|50 10 5

2| 100 10 10

3| 200 10 20

4 | 300 10 30

5400 10 40

6 | 500 10 50

7 | 600 10 60

Proceder a filtrar las muestras con filtro pall 0.2 um y depositar directamente a
un vial para HPLC, leer por cromatografia liquida de alta resoluciéon a 291 nm con

n=3.
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3.11. Analisis de datos

Todos los datos experimentales se expresan como la media + desviacion
estandar, el analisis estadistico se realiza utilizando el software STATGRAPHICS

Centurion XVLI, las diferencias se consideran significativas con p<0.05.
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V. RESULTADOS



4.1. Formacion del oleato de propranolol

Oleato de propranolol fue obtenido como un compuesto ceroso de color
blanquecino. Se observo solido en refrigeracion con un peso aproximado de 541.7
t 32 mg. Repetible con (n=4).

El porcentaje de rendimiento del complejo formado de acuerdo a la ecuacion
(1) se observa en la Tabla 11. Se obtuvo un valor promedio de 34 % de rendimiento

con respecto al peso total de los productos.

Tabla 8 Determinacién de % de rendimiento de formacion de sal lipidica

Muestra W1 w2 %
mg mg Rendimiento
S-g | 512.3 1604.5 31.9
S-p | 532.7 1604.5 33.2
S-c | 534.3 1604.5 33.2
S-d | 587.3 1604.5 36.6
Promedio + SD 33.7%2

Se determind la solubilidad de la sal lipidica en diferentes disolventes, se
observo una completa solubilidad en minutos en IPA seguida de MeOAc, a los 60
minutos en acetato de etilo se observd soluble la mayor parte de la sal con
fracciones lipidicas al fondo las cuales se solubilizaron a las 12 horas. En medio
acuoso se corroboro la insolubilidad de la sal lipidica y en medio PBS se observé la
precipitacion de solidos debido a la presencia de iones que provocan la precipitacion
de oleato (Somasundaran & Zhang, 2000).

Tabla 9 Determinacién de la solubilidad de oleato de propranolol en diferentes disolventes

Disolvente W sal lipidica Solubilidad
Agua | 99.9 No Solucién blanquecina
turbia

PBS pH 7.4 | 102.3 No Formacion de
precipitados blancos
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Alcohol isopropilico | 96.1 Si Completamente

solubilizado
Acetato de metilo | 101.6 Si Soluble
Acetato de etilo | 101.8 Si Pequefias gotitas

trasparentes al fondo

La Figura 7 muestra a la sal lipidica en [100 mg/3 mL] de disolvente, de
izquierda a derecha se muestra agua, PBS, alcohol isopropilico, acetato de metilo y

acetato de etilo respectivamente.

Figura 4 Solubilidad de la sal lipidica en disolventes. Agua, PBS, IPA, MeOAc y EtOAc de
izquierda a derecha respectivamente.

4.2. Caracterizacion del oleato de propranolol
Determinacion de contenido de farmaco

Aplicando la férmula 2 para obtener la cantidad de farmaco en la sal lipidica

se realizé como sigue

Cantidad de farmaco en la sal lipidica

Contenido de f3 = 100
ontenido de farmaco Peso total de la sal de lipido x

Donde la cantidad testeada fue de 183 + 17 mg obtenida de la ecuacion de
regresion (y = 0.1751 x - 0.5991). El peso total de la sal lipidica promedio de 542 +

32 mg, obteniéndose un contenido de farmaco en la sal lipidica es de 33.8 £+ 3 mg,
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indicando que aproximadamente el 34 % del contenido total de la sal corresponde
a propranolol.

Espectrofotometro FT IR

La interaccién del farmaco con el acido graso es revisada por comparaciéon de
IR de las mezclas binarias de oleato de potasio y Propranolol HCl y de las sustancias
puras de referencia. El espectro obtenido para Propranolol HCI, oleato de potasio y

la sal lipidica oleato de propranolol se muestran en la figura 8 y 9.

——— Lipid salt

—— Propranolol HCI

Transmitance

Potassium oleate

| 2851

2921 |
1653 ¥

X 1558

T T T T ’ T
4000 3000 2000 1000

Wavenumber cm’”

Figura 5 Espectro infrarrojo de la sal lipidica oleato de propranolol y sus reactivos de
referencia clorhidrato de propranolol y oleato de potasio
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El clorhidrato de propranolol presenta algunos grupos funcionales presentes
en su estructura como amina secundaria, éter, alcohol secundario y naftaleno, por
ejemplo. Las aminas exhiben una zona de absorcion muy caracteristica (debido a
la vibracién de alargamiento OH o NH) en el rango de 3000-3700cm-1. a la izquierda
de las absorciones CH. Si la amina tiene dos hidrégenos en el nitrogeno (-NH2), la
absorcion del NH aparece como un pico doble. Si solo hay un H sobre el N,
unicamente se observa un pico.

En 3273 cm” ocurre la vibracién de estiramiento del grupo hidroxilo
(secundario). La vibracion en 1580 cm™' (1579) se atribuye a la deformacion angular
simétrica en el plano de N-H. Las aminas alifaticas secundarias presentan bandas
de absorcion de la unién C-N no conjugada en 1235 cm-1(1241) y 1030 cm-1. Estas
bandas son originarias de la deformacion axial del grupo C-N y estan acopladas con
la deformacion axial de las conexiones adyacentes de la molécula. La banda
correspondiente a la deformacion angular simétrica en el plano de N-H puede
observarse en 1579 cm™'. En 1105 cm™ ocurre una banda intensa que se debe a la
deformacion axial asimétrica de C-O-C. Los grupos alquil-aril-éteres muestran una
banda de deformacién axial asimétrica de C-O-C en 1267 cm™, con la deformacion
axial simétrica apareciendo en 1031 cm™'. La vibracion de deformacion axial de C-
O de alcoholes se encuentra en 1241 cm™'. Esta deformacion se acopla con la
vibracion de deformacién axial del C-C adyacente. La vibracion de deformacion
angular en el plano de la conexion O-H ocurre en 1330 cm-1. Tanto en alcoholes
primarios como en secundarios, la deformacion angular en el plano de OH se acopla

con las vibraciones de deformacion angular simétrica fuera del plano de CH,
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generando dos bandas de absorcion, una alrededor de 1448 cm™ y otra en 1330
cm'. La sefial a 795 cm™ (794) corresponde al naftaleno a-sustituido.El grupo
carbonilo de la sal del acido carboxilico presenta dos sefales 1610—-1550/1420—-
1300 cm™ , se pueden observar a 1558 y 1423 cm™ (Chaturvedi, Umadevi, &
Vaghani, 2010; Coates, 2004; Pereira Sato & Ferreira, 2015).

En compuestos lipidicos las vibraciones de los CH2 se encuentran en las
bandas 2922 y 2852 cm™', los complejos muestran sefiales caracteristicas de ambas
referencias la presencia de CH2 asimétricos a 2923 y 2852, la presencia del grupo
éter a 1269 cm-', la tensién N-H a 1580 cm y el grupo naftaleno a 793cm-’, la sefial
del estiramiento del alqueno cis, di sustituido se presenta en el rango de 1660~1620,
para el oleato de potasio se presenta a 1653 cm™' y en la sal lipidica a 1627 cm™ lo
que sugiere la presencia de ambos compuestos formando un complejo.

Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

El analisis térmico de mezclas molares de oleato de propranolol y sus
referencias fueron analizadas por DSC de temperatura ambiente hasta 180°C. La
figura 10 muestra un evento térmico a ~50°C presente en los complejos
correspondiente a la temperatura justo por debajo de la fase sélida, este evento

endotérmico con la maxima entalpia a 49.6 °C sin la presencia del evento

63



endotérmico caracteristico de propranolol esto sugiere la formacion de un complejo

equimolar (Rowley et al., 1999) correspondiente a la sal lipidica.

Propranolol HCI
Potassium oleate
— Lipid Salt
Koy
<
=
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L
©
[1)]
T
——
|
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20 40 60 80 100 120 140 160

Temperature °C

Figura 6 Calorimetria diferencial de barrido de propranolol HCl referencias y sal lipidica

4.3. Caracterizacion de NPs de oleato de propranolol

Determinacion de apariencia fisica de las formulaciones

La Tabla 13 muestra la composicion de las formulaciones elaboradas previas
al disefo factorial, se describe su apariencia fisica la cual se ha reportado que una
coloracién azulada se asocia a la obtencion de nanoparticulas de tamafos

pequenos.

Tabla 10 Composicion de las formulaciones preliminares de NPs. Muestra la apariencia
cualitativa de las formulaciones frescas
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Disolvente Fl FA Medio  Apariencia Vr

W sal Volumen  Whpya Volumen  Difusion

lipidica de mg de agua

e solvente saturada

Alcohol | 96.1 5mL 100 10 mL Agua 20  Turbia +++ 35mL
isopropilico mL
Acetato de | 101.6 5 mL 100 10 mL Agua20 Turbia 35 mL
metilo mL *
Acetato de | 101.8  5mL 100 10 mL Agua20  Turbia 35 mL
etilo mL i
MeOAc:IPA | 100 5mL 200+ 10mL Agua30 Clara 45 mL
75:25 Tween mL azulada
80

+++ maximo + minimo

La Figura 11 muestra las soluciones en fresco de NPs en suspension previo a
la evaporacion de solvente preparadas con Oleato de propranolol 100 mg y
emulsionadas con 1% PVA. De izquierda a derecha se observa NPs preparadas
con alcohol isopropilico, acetato de metilo y acetato de etilo respectivamente, en las

tres formulaciones se puede apreciar turbidez que creemos esta asociada a una
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incompleta disolucién de la sal lipidica en el solvente y esto se traduce en una

precipitacion de lipido en el paso de la difusion de solvente a la fase acuosa.

Figura 7 Formulacion en fresco de NPs. Preparadas con IPA, MeOAc, EtOAc
respectivamente. 1% PVA, 2 % de Tween en FA y 100 mg de sal lipidica en Fl se
mantuvieron constantes.

La Figura 12 muestra de izquierda a derecha la formulacion elaborada con
acetato de metilo en la fase interna y 2 % PVA, seguida de una formulacion con
alcohol isopropilico y 1 % de PVA, y por ultimo formulacién con alcohol isopropilico:
acetato de metilo y mezcla de 2 %PVA 'y 3 % Tween 80. En la primera formulacion
elaborada con el solvente acetato de etilo se observa blanquecina indicando que la
sal lipidica se encuentra suspendida en el medio acuoso esto puede ser debido a

que, aunque la sal lipidica es soluble en el solvente, en el paso de emulsion cuando
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la nanoparticula se forma el exceso de medio acuoso interfiere con la solubilidad de

la sal lipidica propiciando que la sal lipidica se precipite.

Figura 8 Formulacion en fresco de NPs. Preparadas con EtOAc (2% PVA), IPA (1% PVA)
y mezcla de EtOAc:IPA (2:3 % PVA:Tween 80) respectivamente.

Determinacion del tamano de particula por DLS

Las muestras frescas aforadas a 50 mL a una concentracion ~0.5 % w/v.
fueron analizadas con la técnica de dispersién de luz dinamica. En la siguiente tabla
se muestra el tamano promedio de NPs y el PDI £ |la desviacién estandar respectiva
a la medicién, medido por DLS de las corridas 1 a 11.

Tabla 11 Tamafio de particula al dia 1 de muestras preparadas (2:1) PVA:Teen y fase
organica con 25% IPA, se muestra el tamafio y PDI promedio + desviacion estandar

Corrida Tamafo nm PDI
1| 149.2 * 31.7 0.226 + 0.034
21974 + 25 0.366 + 0.021
31423 + 121 0.226 + 0.030
4 | 106.2 + 02 0.177 + 0.015
51885 + 3.9 0.295 * 0.035
6| 1229 * 53 0.192 + 0.034
7 1104.4 x 12.7 0.190 x 0.048
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8 \ 121 + 126 0.271 + 0.023
9 \ 113.3 + 51 0.153 + 0.019
10 | 103.9 + 3.0 0.136 +  0.032
11 |139.9 + 25 0.263 +  0.004

La tabla 14 muestra los valores promedio de las NPs para las diferentes
corridas del experimento, se puede observar que dos de las formulaciones con
tamafo mas pequeno (corrida 2 y 5) tienen el PDI mas alto esto puede deberse al
bajo contenido de PVA:Tween 80 en ambas, la corrida 9 que esta dentro de las mas
pequeias tiene un valor medio de PVA: Tween 80, los valores altos de surfactante
marcados en color verde mayoritariamente muestran valores altos de PDI a
excepcion de la corrida 4 la cual parece estabilizar la alta concentracion de
surfactantes con la alta cantidad de sal lipidica (120 mg). En la mayoria de las
corridas los valores se mantuvieron cercanos a 100 nm (2, 4, 5, 7, 9 y 10) donde de
acuerdo a la teoria sugiere una correcta distribucion al tejido diana a través de los
capilares y capacidad para penetrar a través de membranas y piel (Battaglia &
Ugazio, 2019; Nobile & Nobile, 2017).

Dsc

El pico de fusidon endotérmico del compuesto propranolol puro se muestra a
161°C, de igual forma esta sefal no esta presente en las nanoparticulas lo que

sugiere que la forma cristalina del compuesto puro propranolol fue transformado a
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un estado amorfo o desordenado después de encapsularse en las nanoparticulas

lipidicas(Singh et al., 2015).

— Propranolol
wovvee NPS (1:0.5)
............ NPs (1:0.75)

Heat Flow W/g
-,
1

T T T T T T T T T T T T T T T T T
20 40 80 80 100 120 140 160 180 200
Temperature °C

Figura 9 Calorimetria diferencial de barrido de propranolol clorhidrato y NPs preparadas
con sal lipidica

Eficiencia de encapsulacion y cargado de farmaco

La eficiencia de encapsulacion y el cargado de farmaco se llevd a cabo
mediante el método de ultra centrifugacion. Cuantificando por HPLC el contenido de

farmaco en la formulacion fresca y el contenido de farmaco en la fase libre es decir
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aquel que no reacciono en nanoparticula Los resultados se muestran en la tabla 15
aplicando la ecuacion 3 y 4.

cantidad de farmaco en la formulacion fresca — farmaco libre
DL % = — x100
w total de las NPs purificadas

DL = w total de las NPs purificadas

EE % = 100

cantidad inicial afiadida de SL en las NPs * contenido de farmaco en SL x

Donde la cantidad de farmaco en la formulacion fresca y el farmaco soluble
libre son calculados mediante la curva del método HPLC, la cantidad inicial de
farmaco anadido durante la preparacién fue de 80,100,120 mg de sal lipidica
multiplicada por el % de cargado que fue de 33.8 % obtenido en el punto 4.2, lo que
representaria un 27.0, 33.8 y 40.6 mg de propranolol aplicables para las corridas
que corresponda

El peso total de las NPs se expresa como el peso después de purificar con
unidades PALL y ajustado al volumen total de la formulacion a 50 mL.

Tabla 12 Cargado de farmaco y eficiencia de encapsulacion de las corridas 1a 9

Corrida Cantidad Contenido PVA:Tween w NPs DL % EE %
de SL de FenSL 80 purificadas
(mg) (mg) (mg)
3180 27.1 -1 42 31+2 48 + 4
6 | 80 27.1 0 30 56 + 8* 50+7
8 80 27.1 1 54 31+0.5 41+1
1 | 100 33.8 0 46 41+5 56t7
2 1100 33.8 -1 34 50 + 2* 633
7 | 100 33.8 0 46 36+6 48 +8
9 | 100 33.8 0 47 50+ 7 69+9
171 | 100 33.8 1 57 385 547
4 | 120 40.6 1 59 56 + 8* 81112
51120 40.6 -1 35 52 + 4* 675
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10 | 120 40.6 0 48 53+6 75+8

* contenido por encima del limite teérico esperado en 48 %

Los datos se presentan como la media * desviacion estandar, se puede
observar las condiciones de elaboracion de las corridas ordenadas de menor a
mayor contenido de sal lipidica, y calculado el contenido de farmaco en la sal lipidica
de acuerdo al punto 4.2. El analisis de varianza para DL indica un efecto
estadisticamente significativo (p<0.05) para la cantidad de sal lipidica p = 0.0013,
donde a mayor contenido de sal lipidica mayor cargado de farmaco sin embargo
algunos datos se presentan como andémalos ya que el limite tedrico esperado se
estima en 48 % por lo que la optimizacién se establece en este valor y esto se
traduce en una optimizacién de la formulacion para obtener el maximo cargado de
farmaco en 109 mg de sal lipidica y una relacion de PVA: Tween 80 de -0.56 que se
traduce a una relacion porcentual de ~ (1.75 : 2.62).

El analisis de varianza para EE indica que el factor sal lipidica es
estadisticamente significativo (p<0.05) influyendo positivamente a aumentar la EE,
al igual que la relacién de ambos factores (sal lipidica y PVA:Tween) influye
positivamente. El factor PVA:Tween por si solo no afecta la eficiencia de
encapsulacion, el contenido de sal lipidica a mayor cantidad mayor eficiencia segun

los efectos principales descritos en la figura 14. La optimizacién de esta respuesta
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se establece en un valor de 1 para el factor A (PVA:Tween 80) y 120 mg de sal

lipidica para obtener la maxima eficiencia.

Grafica de Efectos Principales para EE
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62

EE

57

52

a7

-1.0 1.0 80.0 120.0
PVA:Tween 80 Sal lipidica

Figura 10 Grafica de efectos principales para eficiencia de encapsulacion

Estudio de estabilidad de NPs con respecto al tiempo

La estabilidad con respecto al tiempo se determiné en las formulaciones 1 a
11 en los dias 7, 15, 30, 60 dias y hasta 9 meses posteriores a la preparacion, los
datos de promedio y PDI * desviacion estandar se muestran en la Tabla 16.

Tabla 13 Analisis de tamafio para estabilidad de NPs con respecto al tiempo

Corrida Tamafio nm
Dia
1 7 15 30 > 270
111492 + 317 1396 * 56 1628 + 16 1328 + 2.6 1314 + 26
21974 % 25 899 + 03 998 * 6.4 91.1 + 05 1311 + 26
311423 + 121 131 + 7.9 1501 + 255 1262 + 4.9 1412 + 5.9
41106.2 * 0.2 1041 * 1 138.8 + 25.2 1059 1.1 1099 * 4.7
51885 + 3.9 853 + 31 826 + 33 846 + 1.7 882 + 55
6|1229 + 53 1194 + 5 1158 + 4.8 1236 + 156 1204 + 8.8
711044 £+ 127 975 + 16 979 + 1.2 101.1 + 25 107.7 + 0.2
81121 + 126 1628 * 52 1131 + 5.6 1175 * 3.1 1029 * 2.2
911133 + 5.1 1111 + 33 1089 + 1.6 110 + 0.9 115.7 + 8.1
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10 \ 103.9
11 \ 139.9

H+ 1+

Se observa en la Tabla 16 que

3 103.4
2.5 137.7

1.6
15

+ 1+

102.8
135.4

3.3 159.9
4.1 158.5

+ 1+

la estabilidad de

25.1
15.5

+ 1+

102.8
149.5

H+ I+

14
5.5

las formulaciones

almacenadas en refrigeracion es continua hasta los 9 meses sin diferencia

estadisticamente significativa p< 0.05 de acuerdo a la t-test, lo que indica que las

concentraciones de surfactantes son adecuadas comportandose igual las corridas

con bajo o alto contenido de surfactantes y también aquellas con bajo o alto

contenido de sal lipidica, solo una formulacién corrida 2 tuvo un aumento

significativo (p= < 0.001) con una diferencia de medias de 43.7 unidades de acuerdo

a la t-test.

4.4. Optimizaciéon de la formulacion de NPs

Se analiz6 el disefio experimental factorial de 3 niveles: 372, los datos de

ANOVA se muestran a continuacion.

Tabla 14 Analisis de Varianza para Tamario

Fuente Suma de Cuadrados |Gl  |Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
A:(PVA:Tween 80) [756.605 1 756.605 2.29 0.1431
B:Sal lipidica 3839.8 1 3839.8 11.60 0.0022
AA 10.2358 1 10.2358 0.03 0.8618
AB 1138.8 1 1138.8 3.44 0.0754
BB 310.699 1 310.699 0.94 0.3419
Bloques 463.601 2 231.8 0.70 0.5059
Error total 8274.76 25 |330.99

Total (corr.) 14851.4 32
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R-cuadrada = 44.2832 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 28.6824 porciento
Error estandar del est. = 18.1931

Error absoluto medio = 12.1007

Estadistico Durbin-Watson = 2.25595 (P=0.6637)

Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0.14988

Diagrama de Pareto Estandarizada para Tamafio

. - I+

AB

A:(PVA:Tween 80)

Il

AA

Il L L L L Il L L L L Il L L L L Il

0 1 2 3 4
Efecto estandarizado

Figura 11 Diagrama de Pareto estandarizado para Tamafio

De acuerdo a la tabla 17 el factor sal lipidica es estadisticamente significativo
(p<0.05) lo que nos indica que afecta al tamafio de particula con un 95 % de
confianza, de acuerdo al diagrama de Pareto (Figura 15) se observa que la
influencia es negativa es decir disminuye el tamano, el grafico de efectos principales
para tamafo nos indica que para el factor A, a menor concentraciéon de surfactantes

es decir utilizando la relacion PVA:Tween 80 (1.5 : 2.25), tiende a disminuir el
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tamano y para el factor sal lipidica una concentracion de 120 mg es decir el nivel
alto tiene una tendencia a disminuir el tamafo, esta misma informacién se puede
apreciar en la Figura 17 superficie de respuesta las curvaturas sobre la superficie
indican el area donde podemos mejorar el disefio para establecer condiciones mas
exactas que nos puedan permitir aumentar el valor de regresion para predecir con

mayor exactitud el resultado de tamainio.

Grafica de Efectos Principales para Tamaiio
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PVA:Tween 80 Sal lipidica

Figura 12 Grafico de efectos principales para tamario
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Superficie de Respuesta Estimada
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PVA:Tween 80

Figura 13 Grafico de superficie de respuesta estimada para tamario de particula
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4 5. Estudios de liberacioén invitro

Se estudio la liberacion de propranolol usando el método de bolsa de dialisis
MW 12-14 KDa. en medio PBS pH 7.4 a 37°C, 100 rpm, figurando las condiciones

fisiologicas. Los resultados se muestran en las siguientes figuras.

12 |
y =0.193x - 0.2265 .
o R2 = 0.9965 "
1
= 8
e 7 =
5 H
<€
£ 64
8 [ |
G
4.2
[ |
2
| |
n
0 ¥ T T T x T ¥ T ¥ T ¥ T
0 10 20 30 40 50 60

concentracion pg/mL

Figura 14 Analisis para cuantificar la fraccion liberada de propranolol en bolsa MWCO 12-14 KDa medio PBS pH:7.4.
método cromatografico UV
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4.6. Estudios de permeabilidad

A intervalos de tiempo alicuotas de 1 ml fueron tomadas del compartimento

receptor, la concentracion fue detectada en el HPLC

12
| |y =0.193x - 0.2265

R? =0.9965

10

area mAU*min
| | [}

0 y T y T T T T T y T T T
0 10 20 30 40 50 60

concentracion ug/mL

Figura 15 Analisis para cuantificar la fraccion liberada de propranolol en celda Franz medio
PBS pH:7.4. método HPLC

4.7. Estudio de citotoxicidad de las nanoparticulas

Se evalud la toxicidad de las nanoparticulas usando el método de MTT en
lineas celulares BALB / 3T3 y HelLa. La figura 20 muestra el porcentaje de viabilidad
celular de las formulaciones de NPs corridas 2, 3 y 5 comparadas con propranolol
clorhidrato se observa que a una concentracion de 0.1 ug de NPs las células tienen

una viabilidad de 85 70 y 106 % respectivamente comparadas con propranolol libre
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el cual tiene muerte celular de aproximadamente 90 % en las tres concentraciones
evaluadas para la linea celular de Hela, en el caso de la linea celular 3T3 figura 21,
la viabilidad celular desde 92, 114 y 124 % para las NPs corrida 2, 3 y 5
respectivamente, el propranolol libre en esta linea celular también mostro muerte
celular cercana al 90 % en todas las concentraciones. Este efecto de inhibicion de
viabilidad celular de propranolol se debe a sus caracteristicas de apoptosis propias
del farmaco, entre ellas la disminucion de la expresion del factor de crecimiento

endotelial vascular (VEGF) (Albifiana et al., 2015).

; Control

120 - Propranolol HCI
| NPs 2

100 4 NPs 3

N _ %l NPs 5
60 — |

40

% Viabilidad

. ol | e @

-20 4

5 I 2y I = I
Control 0.1 ug 1 ug 10 ug

Figura 16 Porcentaje de viabilidad celular en linea HelLa, evaluacion de NPs vs propranolol
HCI
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Figura 17 Porcentaje de viabilidad celular en linea 3T3, evaluacion de NPs vs propranolol
HCI
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4.8. Curvas estandares de propranolol

Las absorbancias de la curva estandar de propranolol en agua y PBS por el
método espectrofotométrico UV-Vis se muestran en las tablas 16 y 16

Tabla 15 Absorbancias de curva estandar de propranolol en agua método
espectrofotométrico UV

Vial [concentracion]  Absorbancia Promedio + STD

ug/mL
115 0.068 0.094 0.090 0.08410.014
2110 0.179 0.173 0.155 0.169£0.012
31|20 0.350 0.362 0.376 0.363£0.013
4 | 30 0.522 0.556 0.541 0.540£0.017
5140 0.741 0.744 0.793 0.759£0.029
6 | 50 0.942 0933 0.938 0.938+0.004
7 | 60 1.135  1.121  1.128  1.128+0.007
1.2 4

| [y =0.0191 x-0.0119 [

R?=0.9982
1.0 —
|
0.8 1 (]
]

absorbancia
o
[8)]
L

|
0.4
|

02 -1 .

i
0.0

! I ' I N I ! I ' I ' I

0 10 20 30 40 50 60

concentracion pg/mL

Figura 18 Curva estandar de propranolol en agua método espectrofotométrico
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Resultado Medio PBS pH 7.4

Tabla
espectrofotométrico UV

16 Absorbancias de curva estandar de propranolol

en PBS

método

Vial [concentracion]  Absorbancia Promedio + STD
ug/mL
115 0.099 0.086 0.087 0.091 £ 0.007
2110 0.202 0.174 0.18 0.185 £ 0.015
3120 0.392 0.351 0.354 0.366 £0.023
4 | 30 0.592 0.546 0.523 0.554 £ 0.035
5|40 0.731 0.724 0.722 0.726 +0.005
6 50 0.972 0916 0.913 0.934+0.033
7| 60 1.153 1154 1156  1.154:0.002
1.2
| ly=0.0191x-0.0128 n
R2=0.9963
1.0 - .
]
® 084
g 0.8 .
®
L
8 0.6 4 ™
o |
®
0.4 ™
u
0.2 i
[ |
00 T T T . T T T v I
0 10 20 30 40 50 60

concentracion ug/mL

Figura 19 Curva estandar de propranolol en PBS pH 7.4 método espectrofotométrico
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Tabla 17 Mili unidades de absorbancia por minuto de curva estandar de propranolol en PBS
meétodo cromatoégrafico

Vial [concentracidn] Area mAU*min Promedio + STD
ug/mL
115 0.9281 0.9305 0.9257 0.9281 £ 0.0024
210 1.6467 1.6457 1.6476 1.6467 + 0.0010
3120 3.5021 3.5668 3.4374 3.5021 £ 0.0647
4 | 30 5.3993 5.4672 5.3313 5.3993 £ 0.0680
5| 40 7.5786 7.8827 7.2744 7.5786 + 0.3042
6 |50 9.5072 9.7584 9.2559 9.5072 £0.2513
7| 60 11.3443 11.7762  10.9124 11.3443 + 0.4319
12 -
y =0.193x - 0.2265 "
R? = 0.9965 "
10 4 I
£
8 -
£ i
=
<
E 6-
8 |
| -
(O
4
|
2 -
| ]
L]
0 T T T T T T T T d T T T
0 10 20 30 40 50 60

concentracion pg/mL

Figura 20 Curva estandar de propranolol en PBS método cromatdgrafico
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V. CONCLUSIONES



Se logro preparar el oleato de propranolol a partir de clorhidrato de propranolol
y la sal de potasio del acido oleico con un porcentaje de rendimiento del 34 % y un
contenido de farmaco de 34 % medido por método cromatografico de alta
resolucion.

Se logré la caracterizacion del compuesto oleato del propranolol por
espectrofotometro FT IR, y se compararon con el clorhidrato de propranolol y el
oleato de potasio por el mismo método donde se encontraron senales
caracteristicas para la presencia del complejo de sal lipidica.

Se logré la preparacion de NPs lipidicas mediante la adaptacion del método
de emulsion-difusion de solvente a temperatura ambiente utilizando una mezcla de
MeOAC:IPA (75:25) para la correcta dilucidn de la sal lipidica en la fase organica y
su seguida dispersion en la fase acuosa, se utilizé un mezcla en % 2:3 de
PVA:Tween para la fase acuosa.

Se logré la optimizar la formulacién de nanoparticulas en dos principales
variables tamafio de particula y eficiencia de encapsulacion, aplicando un disefio
experimental para la optimizacion donde se encontré que para ambas respuestas el
factor sal lipidica es estadisticamente significativo con un menor tamafio y mayor
EE a altas cantidades de sal lipidica. El tamafio de particula para la obtencién de
datos del disefio experimental fue realizado con la técnica de DLS y la EE fue
cuantificada por método cromatégrafo de alta resolucion con una fase mévil de acido
férmico: acetonitrilo en diferentes gradientes de concentracion.

También fue posible medir la estabilidad de las nanoparticulas con respecto al

tiempo hasta un periodo mayor a 9 meses donde se encontré que en 10 de las 11
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formulaciones no existe diferencia significativa en el cambio de tamafio del dia 1 vs
270 siendo un indicador de la estabilidad de la formulacion.

Se evaluo la dispersion del farmaco por calorimetria diferencial de barrido para
la sal lipidica y las NPs asi como sus reactivos de referencia y se logré estudiar la
toxicidad de las NPs por un método MTT encontrandose una viabilidad celular
cercana a 100 para una concentraciéon de 0.1 ug y con el aumento de la
concentracion de farmaco una disminucion hasta valores cercanos a 10 % de

viabilidad para las NPs.
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