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RESUMEN

Para ser efectivos topicamente, ademas de presentar una buena potencia antiinflamatoria y
analgésica, los AINEs deben tener o ser formulados para presentar caracteristicas
fisicoquimicas que faciliten la penetracion cutanea. Los nanoetosomas son sistemas
liposomales con un alto contenido de alcohol que mejora la solubilidad, biodistribucién y
ralentizan la biotransformacion de las sustancias activas. El objetivo de este estudio fue
desarrollar y caracterizar nanoetosomas que contienen indometacina (IND) para la
administracion transdérmica del farmaco antiinflamatorio. Utilizamos un disefio experimental
estadistico de Taguchi considerando combinaciones de factores/niveles de las variables
concentracion de lecitina y etanol. Las formulaciones se prepararon para calcular la eficiencia
de encapsulacién, la potencial zeta, el tamafio de las nanovesiculas y el porcentaje de
liberacion del farmaco después de 0, 1, 2, 4, 6, 8, 12 y 24 horas. El tamafio medio de las
vesiculas para 9 formulaciones oscilé entre 158.5 nm y 741.93 nm, mientras que la eficiencia
de atrapamiento estuvo entre el 95% y el 98%, y el porcentaje de liberacién del farmaco
después de 24 horas fue del 90% al 94%. Después de aplicar el proceso de optimizacion del
modelo, se obtuvo una formulacion final en la que, al microscopio éptico, los nanoetosomas
presentan morfologia esférica, distribucion uniforme, con caracteristicas de tamafo de
particula de 158.5 nm, potencial zeta de -55.73 mV y eficiencia de encapsulacién del 98.23%.
Finalmente se compard la capacidad de permeacion a través de piel con un producto
comercial formulado como una crema y se obtuvo un perfil semejante. Se requieren estudios
in vivo posteriores para determinar si las propiedades anteriores verifican la hipétesis de un
efecto farmacolégico mejorado con la administracion transdérmica de los nEt-IND

desarrollados.

Palabras clave: Nanoetosomas, Nanoformulaciéon, Indometacina transdérmica.
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ABSTRACT

In order to be effective topically, in addition to presenting good anti-inflammatory and
analgesic potency, NSAIDs must have or be formulated to present physicochemical
characteristics that facilitate skin penetration. Nanoethosomes are liposomal systems with
a high alcohol content that improve solubility, biodistribution and slow down the
biotransformation of active substances. The aim of this study was to develop and
characterize indomethacin (IND]-containing nanoethosomes for transdermal anti-
inflammatory drug delivery. We used a Taguchi statistical experimental design considering
a combination of factors/levels of the variables: lecithin and ethanol concentration. The
formulations were prepared to calculate the encapsulation efficiency, the zeta potential, the
size of the nanovesicles and the percentage of drug release after 0, 1, 2, 4, 6, 8, 12 and 24
hours. The mean size of the vesicles for 9 formulations ranged from 158.5 nm to 741.93
nm, while the entrapment efficiency was between 95% and 98%, and the percentage of
drug release after 24 hours was 90% to 94%. After applying the model optimization
process, a final formulation was obtained in which, under an optical microscope, the
nanoethosomes present spherical morphology, uniform distribution, with particle size
characteristics of 158.5 nm, zeta potential of -55.73 mV, and encapsulation efficiency of
98.23%. Finally, the permeation capacity through the skin was compared with a commercial
product formulated as a cream and a similar profile was obtained. Further in vivo studies
are required to determine if the above properties verify the hypothesis of an enhanced

pharmacological effect with transdermal administration of the developed nEt-INDs.

Key words: Nanoethosomes, Nanoformulation, Transdermal indomethacin.
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ABREVIATURAS

e °C: Grados Celsius

e ug: Microgramo

e uL: Microlitro

e AINEs: Antiinflamatorio no esteroideo

e COX: Enzima ciclooxigenasa

e COX1: Ciclooxigenasa 1

e COX2: Ciclooxigenasa 2

e AA: Acido araquiddnico

e C20: Hidrocarburo de 20 carbonos

e PGG2: Prostaglandina G2

e PGI2: Prostaglandina 12

e TXA2: Tromboxano A2

e |ECA: Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina.
¢ ARA-Il: antagonistas del receptor de angiotensina Il
e |IL-1:Interleucina l

e IL-2: Interleucina 2

e PM: Peso Molecular

e kDa: kilo Dalton

e Da: Dalton (Unidad de masa atomica]

e |UPAC: Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada
¢ NHGRI: Instituto Nacional de Investigacion del Genoma Humano
e DLS: Dispersion de Luz Dinamica

e NET: Nanoetosoma

¢ Net-IND: Nanoetosomas cargados con indometacina
e PBS: Buffer de fosfatos salino

e min: minutos

e s:segundos

e nm: nanémetro

e mL: mililitro

e mg: miligramo

e mV: milivolts

e Potencial {: potencial zeta

e SLF: Sistema de liberacién de farmacos
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UA: Unidades de absorbancia
pm: Micrometros
pL: microlitros

HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucion
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1 INTRODUCCION
1.1 GENERALIDADES

Actualmente las vias de administracion de farmacos oral e intravenosa se erigen como
las mas convencionales y extendidas en la practica clinica y terapéutica. Sin embargo,
a lo largo de las ultimas décadas, el ambito de la investigacion farmacoldgica ha
experimentado una significativa transformacion, enfocAndose con creciente interés en
la modalidad de administracion tdpica de agentes farmacolégicos. Este enfoque ha
sido motivado por la inherente versatilidad que ofrece este método, sumado a su
facilidad de aplicaciéon y la amplia superficie de exposicion que proporciona, lo que
conlleva a un potencial campo de desarrollo de gran relevancia en la farmacoterapia

moderna.

Desde esa perspectiva, es importante describir las propiedades de la piel como el sitio
de aplicacién de farmacos. La piel, constituyente esencial del sistema tegumentario
humano, emerge como el 6rgano preeminente en términos de extensién superficial.
Con una superficie aproximada de 400 m? en individuos adultos y un peso de
alrededor de 400 g, la piel desempefa un papel fundamental en la proteccién y
regulacién del organismo. No obstante, resulta interesante destacar que la anatomia
de la piel exhibe variaciones en grosor en distintas areas del cuerpo, siendo mas
delgada en regiones como los parpados y notablemente mas gruesa en areas como

el talén de los pies.

Las dimensiones dérmicas oscilan entre 2 y 4 mm, confiriendo diversidad morfologica
a este organo que reviste vital importancia para la homeostasis fisiologica. Este
fendmeno anatdbmico adquiere particular relevancia en el contexto de las estrategias
de administracion topica de farmacos, donde la piel representa una plataforma de
aplicacion altamente promisoria para el abordaje de diversas condiciones terapéuticas

[MedlinePlus, 2022]. Por su complejidad la piel representa una muy buena barrera para
13



impedir el paso de sustancias a nuestro organismo. De manera breve es un
revestimiento epitelial que se encuentra dividido en 3 capas, partiendo de la més
externa a la mas profunda: epidermis, dermis e hipodermis [Benedetti, 2021]. La
epidermis a su vez se encuentra subdividida en 4 subcapas partiendo de la mas interna

a la mas externa: estrato basal, estrato espinoso, estrato granuloso y estrato corneo.

r Epidermis

1§
O “ﬁr]

Dermis

¢ Hipodermis
(tejido subcutdneo)

Figura 1. Estructura de las capas de la piel [Yousef et al., 2022].

Esto es importante para el transporte de farmacos, ya que estas barreras cutaneas
sirven como proteccidbn contra agentes externos: factores fisicos, quimicos,
microbiolégicos, mecdanicos, por mencionar algunos. La epidermis esta conformada
principalmente por células muertas, lipidos y queratinocitos, mientras que la
hipodermis por tejido adiposo y en la dermis se encuentran fibras de colageno y
elastina [Yousef et al.,, 2022]. En la Figura 1, se presenta un esquema con las

principales capas de la piel y su estructura.
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El reconocimiento de las propiedades y funciones de la piel se vuelven de gran
relevancia cuando se pretende desarrollar formulaciones basadas en nanotecnologia
pues deben ser afines con estas capas de la piel y ser capaces de atravesar sus
barreras. Por citar alguno, los nanoetosomas formados a partir de fosfolipidos similares
a los que se encuentran en la membrana celular, presentan una serie de ventajas:
biocompatibles, biodegradables, bioinertes y no inmunogénicos [Garcia-Corvillo,

2016].

A partir de la definicion de la piel como “el revestimiento epitelial que cubre la superficie
externa de nuestro cuerpo, separandola y protegiéndola del medio ambiente.” Se han
planteado modelos que ayudan a visualizar de mejor manera las capas del estrato
corneo, por el ejemplo el modelo llamado “brik wall model”, o0 modelo ladrillo cemento

gue se muestra en la Figura 2.

Bicapa lipidica

Ceramidas

Colesterol

Acidos grasos

Figura 2. Modelo ladrillo cemento. Representando la estructura del estrato
corneo, los corneocitos se muestran en la parte superior e inferior del

esquema y su matriz lipidica [Madison, 2003].

15



En este modelo los ladrillos son los corneocitos y el cemento representa el espacio
intercelular de dominios lipidicos. Cabe mencionar que las células mas externas estan
muertas y continuamente se desprenden para renovarse desde abajo, es decir se
tiene un flujo constante en el que las células muertas van migrando desde el interior

hasta el exterior de la piel.

1.2 FARMACOS ANALGESICOS ANTINFLAMATORIOS NO ESTEROIDALES
AINEs

Los analgésicos antiinflamatorios no esteroidales (AINES) representan una clase de
farmacos con una notable relevancia en el campo terapéutico debido a su capacidad
para controlar procesos inflamatorios y aliviar el dolor. Estos agentes farmacoldgicos
desempeiian un papel fundamental en el tratamiento del dolor asociado a una amplia
gama de trastornos inflamatorios, incluyendo enfermedades reumaticas,
musculoesqueléticas y articulares, como los causados por la artritis reumatoide, la
osteoartritis y la gota. Los AINEs también se usan ampliamente en la reduccién de
signos de inflamacion como fiebre, hinchazén y enrojecimiento, asi como en problemas
de salud temporales como esguinces, dolor de cabeza y dolor menstrual [Brunton et
al., 2012].

Los principales farmacos de este tipo son:

¢ Indometacina

e Aspirina

e Paracetamol

¢ Diclofenaco

e Ketorolaco

e |buprofeno

e Naproxeno

o Ketoprofeno

e Meloxicam

e Acido Mefanamico
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1.2.1 MECANISMO DE ACCION

Los AINEs funcionan bloqueando las enzimas COX1 y COX2, las cuales desempefian
roles clave en la inflamacion y el dolor. Estas enzimas difieren en su estructura y
comportamiento, pero al inhibirlas, se evita la formacion de sustancias llamadas
eicosanoides, incluido el acido araquidonico. Estos eicosanoides interactGan con
enzimas y dan lugar a moléculas como prostaglandinas, que estan involucradas en
procesos inflamatorios, febriles y dolorosos. La inhibicion de COX1y COX2 es la base
de los efectos terapéuticos de los AINEs [Katzung y Masters, 2018].

FORMACION DEL AA
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Figura 3. Proceso de formacién del acido araquiddnico (AA).

La COX1 es constitutiva en varios tejidos, mientras que la COX2 se activa en
respuesta a estimulos especificos. Ambas enzimas participan en procesos
inflamatorios y fisiolégicos, incluida la proteccion del sistema digestivo. La inflamacion

es una respuesta natural ante dafios, como infecciones o lesiones. Durante este
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proceso, las células inmunes utilizan una enzima llamada fosfolipasa A2 para producir
acido araquidonico a partir de membranas celulares, mediado por células inmunes y
endoteliales. La Figura 3 ilustra el proceso de formacion del AA desde que es liberado
hasta su interaccion con COX-1 y COX-2, mientras que en la Figura 4 se aprecia la
ruta desde la aparicion de un estimulo doloroso hasta la formacién de prostaglandinas
G2 (PGG2) e 12 (PGI2) y tromboxano A2 (TXA2) y como los AINEs inhiben esta
produccion a través de la inhibicion de las enzimas COX1 y COX2. La eficacia, asi
como los efectos benéficos y adversos de los AINEs dependen en gran medida de su

capacidad y selectividad en la inhibicibn de ambas isoenzimas.
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Figura 4. Esquema del mecanismo de accion de antinflamatorios no esteroideos
(AINES) [Glllman y Goodman, 2018].
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1.3 LIMITACIONES DEL USO DE AINEs POR VIA ORAL

El uso continuo de los AINESs por via oral presenta limitaciones que es importante

tener en cuenta. A continuacién, se mencionan algunas de ellas.

1. Efectos adversos gastrointestinales: Los AINEs pueden causar irritacion y dafio
a lamucosa del tracto gastrointestinal, lo que puede provocar Ulceras, sangrado
y perforacion. Estos efectos secundarios son mas comunes en personas que
tienen antecedentes de Ulceras gastricas, enfermedad inflamatoria intestinal u

otros trastornos digestivos [Hijos-Mallada et al., 2022].

2. Riesgo cardiovascular: Algunos estudios han asociado el uso prolongado de
AINEs con un mayor riesgo de eventos cardiovasculares, como ataques
cardiacos y accidentes cerebrovasculares. Este riesgo puede ser mas
relevante en personas con factores de riesgo cardiovascular preexistentes,

como hipertension arterial, enfermedad cardiaca o diabetes [Theimer, 2017].

3. Interacciones medicamentosas: Los AINEs pueden interactuar con otros
medicamentos, lo que puede aumentar o disminuir su eficacia, asi como
aumentar el riesgo de efectos secundarios. Por ejemplo, los AINEs pueden
disminuir la eficacia de algunos medicamentos para la hipertension arterial,
como los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECA) o los

antagonistas del receptor de angiotensina Il (ARA-II) [Martinez, 2021].

4. Nefrotoxicidad: El uso prolongado de AINEs puede afectar la funcién renal y
aumentar el riesgo de insuficiencia renal aguda. Esto es especialmente
relevante en personas con enfermedad renal preexistente o en aquellas que

estan tomando otros medicamentos nefrotoxicos [Martinez, 2021].
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1.4 INDOMETACINA: GENERALIDADES

La indometacina (IND) es un farmaco AINEs que se obtiene a partir del indol metilado.
Dentro de las propiedades de la IND se puede mencionar que su férmula quimica es
CoHs6N3ClO4, su nombre de la IUPAC es 2-(1-(4- clorobenzoil)- 5-metoxi-2-metilindol-
3-il) &cido acético, tiene un peso molecular de 388.8 g/mol y presenta baja solubilidad
en agua. En la Figura 5 se muestra la estructura quimica de barras de la IND, asi como

en la Tabla 1 sus propiedades fisicoquimicas.

N
Y

O OH

@)

Figura 5. Estructura quimica de Indometacina.

La indometacina contiene un nudcleo indol, que es un sistema biciclico aromatico
formado por un anillo de benceno fusionado con un anillo de pirrol. Este nucleo es

responsable sus propiedades farmacoldgicas.

Tabla 1. Propiedades Fisicoquimicas de la Indometacina.

Propiedad Valor
Peso molecular 357.7 g/mol
Punto de fusién 155-162 °C
pKa Alrededor de 4.5
Solubilidad en agua Menor a 1 mg/mL
Solubilidad en etanol Aproximadamente 10 mg/mL
Solubilidad en cloroformo Aproximadamente 100 mg/mL
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Las indicaciones terapéuticas de la indometacina incluyen el tratamiento del dolor, la
inflamacion y la rigidez de algunas enfermedades articulares y musculares como
osteoartritis moderada a severa, artritis reumatoide moderada a severa, espondilitis
anquilosante moderada a severa, bursitis, tendinitis, sinovitis y otras alteraciones
musculoesqueléticas agudas, procesos inflamatorios postquirdrgicos, gota aguda y

dismenorrea primaria [Brune & Patrignani, 2015].

La indometacina es un inhibidor no selectivo de la COX, lo que significa que afecta
tanto ala COX-1 como ala COX-2. Sin embargo, se ha observado que la indometacina
tiene una mayor afinidad por la COX-1, lo que resulta en una inhibicion méas marcada
de esta enzima en comparacion con la COX-2 [ASHP, 2021]. La inhibicion de la COX-
1 por la indometacina puede tener efectos adversos, ya que esta enzima desempefia
un papel importante en la produccion de prostaglandinas que protegen el
revestimiento del estébmago y regulan la funcién plaquetaria. Como resultado, la
indometacina puede aumentar el riesgo de efectos adversos gastrointestinales, como
irritacion o Ulceras estomacales y formacion de coagulos. Lo anterior implica que
cuanto menor sea la exposicion sistémica a la indometacina, menor seré el riesgo de

generacion de efectos adversos [AEP, 2020].

Las propiedades farmacocinéticas de la indometacina (Tabla 2) incluyen una absorcion
desde el tracto digestivo rapida y completa. Biodisponibilidad es aproximadamente del
90% tanto para la formulacién convencional como para la formulacién de liberacion
sostenida, si bien la absorcion es mas lenta en este ultimo caso. Por via rectal, la
absorcion de la indometacina es aun mas rapida que por via oral, aunque la cantidad
absorbida es algo menor. Cuando se administra con antiacidos o con alimentos, las
concentraciones plasmaticas son algo menores. La indometacina se une extensamente
a las proteinas del plasma (99%). Cruza facilmente la barrera placentaria y se distribuye
en la leche materna, entrando pequefias cantidades en el sistema nervioso central
[Helleberg, 1981].
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Tabla 2. Informacién de la farmacocinética de Indometacina.

Parametro Valor

Biodisponibilidad 100%
Union proteica 70%
Metabolismo Hepatico
Vida media 1-6 h.
Excrecion Renal, biliar

1.4.1 FORMAS FARMACEUTICAS DE LA INDOMETACINA

La indometacina (IND) esta disponible en varias formas farmacéuticas que permiten
su administracion por diferentes vias. Algunas de las formas mas comunes de

presentacion de la indometacina incluyen:

o Tabletas y capsulas: las tabletas y capsulas son formulaciones orales
sélidas que contienen indometacina en forma de polvo o granulos. Estas
formas de dosificacion se administran por via oral y se absorben a través
del tracto gastrointestinal. La dosis comun es de 25 mg con una dosis
maxima diaria de 200 mg [ASHP, 2021].

o Supositorios: los supositorios de indometacina son formulaciones sélidas
que se insertan en el recto. Proporcionan una via alternativa de
administracion y se utilizan en casos donde la administracion oral puede
ser dificil o inapropiada. La dosis comun es de 100 mg / supositorio con una
dosis maxima diaria de 200 mg [ASHP, 2021].

o Soluciones inyectables: la indometacina también puede formularse en
soluciones inyectables para administracion intravenosa o intramuscular.
Estas formas de dosificacion permiten una rapida absorcion y accion del
farmaco [ASHP, 2021].

o Formulaciones topicas: ademas de las formas de administracion
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mencionadas anteriormente, la indometacina también se ha formulado en
geles, cremas o ungientos de uso topico. Estas formulaciones se aplican
directamente sobre la piel y permiten la absorciéon transdérmica del farmaco

en la zona de aplicacion [ASHP, 2021].

1.4.2 USO TOPICO DE AINEs (INDOMETACINA)

Como se ha mencionado previamente, la ventaja mas importante de los AINESs topicos
es evitar los efectos adversos graves asociados con el uso sistémico de los AINEs,
particularmente en pacientes de edad avanzada. Uno de los AINEs tépicos mejor
caracterizados es el diclofenaco. Se ha demostrado en estudios clinicos que las
preparaciones tépicas de diclofenaco son efectivas para el dolor de la osteoartritis y
sugieren que la eficacia de las formulaciones topicas es similar a la lograda con las
formulaciones orales de este AINE. Todas las formulaciones de AINEs contienen los
mismos recuadros de advertencias con respecto a la toxicidad cardiovascular y renal;
sin embargo, se propone que los AINEs tépicos tengan un perfil de seguridad mas
favorable que los AINEs orales debido a las bajas concentraciones séricas alcanzadas
con las formulaciones topicas. En efecto, la evidencia indica que las formulaciones
topicas pueden alcanzar concentraciones terapéuticas del farmaco en el tejido
localizado mientras mantienen bajos los niveles séricos del farmaco y potencialmente

evitan la toxicidad sistémica [Mcpherson y Cimino, 2013].

Por ejemplo, las preparaciones topicas de diclofenaco tienen una concentracién sérica
maxima reportada que es alrededor del 0.4-2.2% de la concentracion sérica maxima
alcanzada con diclofenaco oral, lo que resulta en una exposicion sistémica
significativamente menor. Otros beneficios propuestos de las formulaciones topicas

de AINEs incluyen [Mcpherson y Cimino, 2013]:

1. Evitar el metabolismo de primer paso y la variabilidad del tracto gastrointestinal
en la administracion de farmacos.

2. Administracion directamente al sitio de accion deseado.

3. La administracion topica puede ser mas aceptable para los pacientes y, por lo
tanto, aumentar la adherencia.
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4. Tolerancia de la administracion de medicamentos cuando los pacientes no
pueden tomar / tolerar formulaciones orales.

5. Puede ser mas rentable debido a la facilidad de administraciébn en comparacion
con otras vias de administracion.

6. Evitar las interacciones medicamentosas.

7. Disminucion potencial del tiempo de eficacia debido a la eliminacion de la
titulacion de la dosis.

A nivel internacional se comercializa la indometacina en formulaciones topicas como
crema (emulsion oleosa) al 2.5 % [Indaflex®, Industria Farmacéutica Andrémaco, S.A.
de C.V., México) y en solucion 8 mg/mL (Reusin®, Mobilat Produktions GmbH,
Alemania), si bien existen diversas publicaciones mencionando el potencial de
desarrollo de formulaciones tépicas de indometacina basadas en otras plataformas
tecnoldgicas [AEMPS, 2023; Ma et al., 2017; Panalytical, 2023; Ricci et al., 2005].

2 ANTECEDENTES

2.1  NANOSISTEMAS DE TRANSPORTE DE FARMACOS Y LIBERACION
DE AINEs

Actualmente, la nanotecnologia es una ciencia de alto impacto en el desarrollo,
tratamiento, evaluacion y produccién de sistemas altamente especializados con fines
terapéuticos, biomédicos, cosméticos, nutraceudticos. La nanotecnologia segun el
National Human Genom Research Institute NIH, “es la ciencia de manipular la materia

a una escala atdbmica y molecular para resolver problemas” [NIH, 2023].

En este sentido, la nanofarmacologia permite la generacion de potenciales vehiculos
de entrega para el transporte, encapsulacion y liberacion de sustancias bioactivas o
farmacos en el tratamiento innovador de una amplia gama de enfermedades tales
como Alzheimer, Parkinson, artritis reumatoide, y enfermedades infecciosas,
incluyendo el desarrollo de nanovacunas o nanoadyuvantes. Un ejemplo parteaguas
en la historia de la humanidad es el desarrollo de las vacunas génicas basadas en

nanotecnologia (nanoliposomas) como medio de acarreamiento de material genético
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del virus SARS-CoV?2 para la prevencion de la Covid-19. Particulas lipidicas basadas
en nanotecnologia en el orden que varia desde veinte hasta unos cuantos nanémetros
[Wang et al., 2022].

2.2 NANOLIPOSOMAS

Los liposomas son vesiculas esféricas con tamafios que oscilan entre los nanémetros
y micrémetros, suelen ser pequefias y presentar caracteristicas interesantes para el
transporte de farmacos, moléculas, proteinas, anticuerpos y/o aminoacidos. Cuentan

con una bicapa fosfolipidica y encierran un compartimento acuoso en su interior.

Los nanoliposomas son sistemas avanzados para el tratamiento-deteccion de
numerosos problemas actuales, vesiculas pequefias de (2 a 100nm) conformadas por
una o mas laminas bimoleculares de lipidos. Como definicion “el nanoliposoma, o
vesicula lipidica de bicapa submicrométrica, es una nueva tecnologia para la
encapsulacion y el suministro de agentes bioactivos” [Ferraris et al., 2018]. Desde
principios del siglo XIX investigadores produjeron liposomas haciendo estudios de
hidratacion de peliculas lipidicas. A pesar de ello, no fueron descritas hasta 1965 por
Bangham quien tras agregar agua a un matraz contenido en una fina capa lipidica
fueron capaz de observarlas, en un intento por evaluar el efecto en la coagulacién

sanguinea.

Estos sistemas son tan eficaces que hasta la fecha siguen siento tema de
investigacion e interés por sus multiples usos en la solucién de probleméaticas actuales
en industrias cosmética, alimentaria y farmacéutica, por mencionar algunas. En la
superacion de retos relacionados con area superficial, estabilidad quimica, fisica,
eficiencia de encapsulacion y solubilidad, potenciando sus aplicaciones con la
reduccion de tamafio a escala nano. En la Tabla 3 se muestran los efectos intrinsecos
mencionados anteriormente, relacionados con propiedades incrementadas por el uso

de nanoliposomas.
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Tabla 3. Ventajas de liposomas SUV- vesiculas unilaminares pequefas y LUV-

vesiculas unilaminares largas [Chavarria Rojas et al., 2022].

NUumero Abreviacion Diametro Propiedades
de

bicapas

Elevado radio de
curvatura, elevada
proporcion de

1 SUv 20-80nm | fosfolipidos, en
monocapa externa.
Importante
relacion/superficie/lipido.

80nm- | Elevada capacidad de

1 LUV >
1um encapsulacion

En el proceso convencional de generacion de nanoliposomas, las moléculas de
fosfolipidos son guiadas por las fuerzas electroquimicas propicias en el agua para
acomodarse en una disposicidbn mutua, dando lugar a la conformacién de estructuras
vesiculares esféricas. Estas estructuras encapsulan un compartimento acuoso en su
totalidad, como se ilustra en la Figura 6. La region 1 de la figura exhibe la organizacion
de un nanoliposoma que consiste en colesterol, el fosfolipido de interés y agua. En la
region 2, se observa un nanoetosoma compuesto por etanol, el fosfolipido de interés
y agua. En la region 3, se muestra la estructura del transetosoma, compuesto por un
activador de borde y un mejorador de penetracion. En la region 4, se presentan los
etosomas binarios constituidos por propilenglicol o alcohol isopropilico. Tanto las
estructuras en las regiones 4 como 3 incorporan en su configuracién el fosfolipido de

interés y agua de manera intrinseca.
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Nanoestructuras lipidicas
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Figura 6. Tipos de nanoestructuras lipidicas [Paiva-Santos et al., 2021a].

2.3 NANOLIPOSOMAS CONTENIENDO ETANOL

Los etosomas son la segunda generacién de los liposomas. Fueron desarrollados por
Jean Touitou entre los afios 1997 y 2000, como nuevos portadores de principios
activos constituidos por una alta concentracion de etanol. Son nanovehiculos
vesiculares no invasivos, elasticos y maleables que permiten la llegada de los
farmacos a las capas mas profundas de la piel y/o a la circulacién sistémica. Los
etosomas clasicos son el resultado de la modificacion de las bicapas lipidicas de los
liposomas convencionales por adicion de una mezcla hidroalcohdlica etanol/agua
hasta 45% w/w, fosfolipidos y agua [Paiva-Santos et al., 2021]. Asi, se ha visto la
mejoria en la penetracion transdérmica, ademas de mejorar la estabilidad como la
encapsulacion del principio activo. Una segunda generacion de nanoetosomas surgié con
la propuesta de mezclar polietilenglicol (PEG) y alcohol isopropilico (IPA) [Ismail et al.,
2021].

Esta nueva generacion de los sistemas etosOmicos se conocen como transetosomas.
Se supo de ellos por primera vez en el afio 2012, gracias al cientifico e investigador

[Song et al., 2012]. El objetivo de ese desarrollo fue combinar la deformabilidad de los
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transferosomas y las ventajas de los etosomas dando origen asi a los transetosomas
[Ismall et al., 2021].

Tabla 4. Tabla comparativa entre liposomas y etosomas.

Nombre Liposomas Etosomas o transferosomas

Modificacion de bicapas lipidicasde
liposomas por adicién de mezcla
hidroalcohdlica. Etanol/agua hasta 45
% w/w [Chen et al., 2021].

o Bicapa fosfolipidica Alto porcentaje de etanol.
Composicién (lecitina-colesterol] -~ niacién entre 20-45% [Abd
Colesterol. El-Alim et al., 2019].

Alta concentracion de etanol
[Agrawal et al., 2022].

Personaje que Bangham et al. . )
los desarrollé 1965 Jean Touitou [1997-2000].
o Elasticos, flexibles (blandos] y
_ Mas rigidos. | maleables. Llegada de farmacos a
Ventajas Porcentaje pequeio capas profundas de la piel y/o
de colesterol. circulacionsistémica.

(SUV]vesiculas Multiples capas concéntricas.

Estructura unilaminares . .
~ Similares a liposomas MLV.
pequenas.
Tipo de Administracion Administracion dérmica vy
administracion dérmica transdérmica.
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Los nanoetosomas son pequefias particulas esféricas que se utilizan como sistemas
de entrega de medicamentos y otros compuestos bioactivos. Estan compuestos
principalmente de fosfolipidos, etanol y agua que son los mismos componentes, con
excepcion del etanol, de las membranas celulares [Surdana et al., 2021]. Estos
fosfolipidos se organizan en una estructura bicapa, con una capa exterior hidrofilica
y una capa interior hidrofébica. Los nanoetosomas tienen un diametro muy pequefio,
generalmente inferior a 200 nandémetros, lo que les permite penetrar en las células y
tejidos de forma eficiente. Ademas, se ha demostrado que los nanoetosomas son
seguros y bien tolerados por el organismo. En la Tabla 4 se puede apreciar la

comparativa entre liposomas y etosomas.

Los nanoetosomas pueden cargarse con diferentes tipos de compuestos bioactivos,
como farmacos, antioxidantes, vitaminas y otros nutrientes. Al estar encapsulados en
los nanoetosomas, estos compuestos estdn protegidos de la degradacion y la
eliminacion rapida del organismo, lo que mejora su estabilidad y su eficacia [Mishra
et al., 2019].

La penetracion de los nanoetosomas, gracias a su tamafo y potencial zeta, se ve
facilitada al atravesar una membrana semipermeable como la piel. El estrato c6rneo
representa la principal barrera de permeabilidad que controla el transporte de
farmacos drogas a través de la piel. En el caso de micro y nano acarreadores del
transporte de farmacos a través de la piel ocurre principalmente por dos rutas de
difusion macro: transepidérmicas y transapendagios, favorecidas en todo caso por la
capacidad de deformacién de los nanoetosomas [Figura 7; Zeb et al., 2019]. Estas
estructuras nanométricas exhiben dimensiones reducidas y una carga eléctrica
adecuada, lo que les permite sortear los obstaculos inherentes a la barrera cutanea.
El tamafio de los nanoetosomas les permite deslizarse entre las células de la
epidermis y penetrar en las capas mas profundas de la piel. Ademas, su potencial
zeta controlado les confiere estabilidad y una mayor capacidad de interaccion con la
membrana celular, favoreciendo asi su absorcion eficiente y su liberacion de
sustancias bioactivas. De esta manera, los nanoetosomas representan una
prometedora estrategia para la entrega precisa y efectiva de compuestos terapéuticos
y cosméticos a través de la piel.
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Figura 7. llustracion diagramatica de la estructura de la piel y las rutas de permeacion

del farmaco a través de la piel empleando nanoetosomas [Tomado de: Rozendal et
al., 2008; Zeb et al., 2019].
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2.3.1 METODOS PARA EL AUTOENSAMBLAJE DE NANOETOSOMAS

La preparacion de nanoetosomas es muy similar a la preparacion de nanoliposomas,
de hecho, algunos métodos que se emplean tienen el mismo nombre con la diferencia
de que estos, cuentan con un alto contenido de etanol, alrededor del 40%. Autores
como Ones et al., [2010] reportan emplear como solvente de rehidratacion una mezcla
de agua etanol 85:15 vol/vol. Por otra parte, Barupal et al., [2010] reportan, basandose
en el método de Touitouet al. [2000], la siguiente metodologia. Para la preparacion de
etosomas, en un matraz de fondo redondo se debera solubilizar lecitina (1-4% m/v] en
etanol como solvente en una relacién (10-50% v/v) conteniendo el farmaco, mezclar
mediante un agitador magnético. Tapar el matraz para evitar evaporacion. Afadir
despacio agua destilada manteniendo agitacién continua y presenciar la formacién de
suspension coloidal de etosomas. La solucion final se recomienda mantener a
temperatura ambiente por 30 minutos con agitacion continua. Por Ultimo, analizar
tamafio de particula y demas parametros fisicoquimicos u evaluaciones. Si se
requiere, se pueden emplear procesos adicionales de sonicacidn u extrusion para la
reduccion de tamafio. A continuacion, se presenta un resumen de las metodologias

comunes utilizadas para la preparacion de estas nanoparticulas:

e Método de pelicula delgada y rehidratacion: En este método, se forma una
pelicula lipidica mediante la evaporacion de un disolvente organico que
contiene fosfolipidos [Abd EI-Alim et al., 2019]. Luego, la pelicula se rehidrata
con una solucibn acuosa que contiene el farmaco. Este proceso de
rehidratacion conduce a la formacion espontanea de vesiculas lipidicas

encapsulando el farmaco.

e Método de inyeccién de solvente organico en agua (Método de Bangham): En
este metodo, se prepara una solucion lipidica en un disolvente organico
miscible en agua. La solucion lipidica se inyecta rdpidamente en un exceso de
agua y se produce una dispersion de liposomas. La posterior evaporacion del
disolvente organico resulta en la formacion de liposomas encapsulando el

farmaco [Gouda et al., 2021].
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Método de emulsificacion y evaporacion: En este método, se forma una
emulsion mediante la mezcla de una fase lipidica que contiene el farmaco con
una fase acuosa. La emulsidbn se somete a agitacion o ultrasonidos para
dispersar las gotas de la fase lipidica en la fase acuosa. Posteriormente, se
evapora el disolvente organico si esta presente, lo que lleva a la formacion de

liposomas o nanoetosomas [Mendoza-Mufioz et al., 2016].

Método de hidratacion de pelicula seca: En este método, una pelicula lipidica
se forma mediante la evaporacion de un disolvente organico que contiene
fosfolipidos y farmaco. Luego, la pelicula se hidrata con una solucién acuosa
para obtener vesiculas lipidicas que encapsulan el farmaco [Thabet et al.,
2022].

El método frio, o "cold method", es una técnica utilizada para la preparacion de
nanoetosomas. A diferencia de otros métodos que implican la aplicacion de
calor o energia, el método frio se basa en el uso de bajas temperaturas durante
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el proceso de formacion de nanoetosomas. Este enfoque tiene como objetivo
minimizar la degradacion térmica de los componentes sensibles, como los farmacos
o los lipidos utilizados en la formulacion. En el método frio, se parte de una solucion
lipidica que contiene los fosfolipidos y el farmaco de interés. Esta solucion se enfria
lo que provoca que la solucion se transforme en una masa solida, que luego se
sometera a un proceso de liofilizacion o congelacion para eliminar el agua presente.
Posteriormente, la masa solida se rehidrata con una solucién acuosa adecuada, lo que
permite la formacion de nanoetosomas. Durante este proceso de rehidratacion, los
lipidos se organizan espontaneamente en bicapas lipidicas que encapsulan el
farmaco. El tamafio y la distribucidén de los nanoetosomas se pueden ajustar mediante
técnicas adicionales, como ultrasonido o extrusion [Chauhan et al., 2022]. Es importante
tener en cuenta que la optimizacién de las condiciones del método frio, como la
concentracion de lipidos, la relacion de farmaco a lipido y la velocidad de enfriamiento,
es crucial para obtener nanoetosomas de alta calidad con un rendimiento adecuado.
En la Figura 8 se muestra un diagrama general del proceso de elaboracion de

nanoetosomas por el método en frio.

Lipidosy droga hidrofébicaen
solvente orgdnico

Droga hidrofilica
ensolucion acuosa

A\

#

Hidratacion

. O« '.\\
Liposomas finales — N

LUVs o SUVs Mezclar

Figura 8. Esquema por secuencia para la preparacion de nanoetosomas en frio.
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2.4 PROPIEDADES CRITICAS DE LAS NANOFORMULACIONES

24.1 POTENCIAL ZETA

La potencial zeta es una medida de una magnitud fisica, concretamente la medicion
de la magnitud de repulsion o atraccion electrostética entre particulas cargadas
positiva 0 negativamente en una suspension coloidal. Es preferible que las cargas
sean lo mas positivas 0 negativas posibles, ya que de esta manera se tendra una
solucion coloidal estable. Cabe destacar que los coloides se encuentran presentes en
nuestra vida cotidiana como en pinturas, tintes, sistemas funcionales y plasma

sanguineo, de ahi su evidente importancia.

El modelo que se emplea para estudiarlo es el modelo de la doble capa, el cual
consiste en estudiar las interacciones entre iones o coloides adyacentes a la solucion
con las capas que lo rodean, ademas de sus interacciones entre la capa externa y capa
difusa. Otra definicion es la fuerza eléctrica necesaria para penetrar la capa externa,
ademas de las interacciones en el plano de deslizamiento entre ambas. Sus valores
se miden en electronvolts eV (medida de tensién) y para considerarse estable una
solucion coloidal, el potencial zeta debe estar por encima de los + 30 eV [Ferraris et
al., 2018].

El modelo de la doble capa de Helmholtz (Figura 9) se emplea para describir la
variacion de potencial eléctrico en la vecindad de una superficie. En este caso
describir ademés la diferencia de potencial en la interfase soélido liquido o potencial
electrocinético. “Dado que la potencial zeta no es igual al potencial de superficie
eléctrica en una doblecapa o al potencial Stern, a menudo es el Unico valor que se
puede usar para describirlas propiedades de doble capa de una dispersion coloidal.
[Rosen & Kunjappu, 2018]”. La intensidad del campo eléctrico estéatico de la capa
doble en el limite entre el grano y el fluido (plano de corte], es empleado para evaluar
nanoparticulas. A mayor distancia de la superficie de particula el potencial eléctrico
disminuye, contrario a lo que ocurre a mayor cercania. En la superior se puede aprecia
el comportamiento de la estabilidad de un coloide (negativo) de acuerdo con la

potencial zeta de la suspension y su interaccion con particulas de carga opuesta.
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Figura 9. Modelo de la doble capa de Helmholtz [Rosen & Kunjappu, 2018].

Algo a destacar es que la potencial zeta no se puede medir directamente. Es calculado
empleando modelos tedricos o estimaciones experimentales, por lo general mediante
movilidad electroforética. Particularmente para conocer la potencial zeta, se busca
conocer la velocidad a la que una particula cargada se mueve en presencia de un
campo eléctrico. Las particulas con potencial ¢ migraran hacia el electrodo con
polarizacion opuesta, tasa de migracion proporcional al mismo. El signo de su carga
dependera de la polaridad del material. Potenciales zetas menores a +15 eV por lo
general representa el comienzo de aglomeracion. A continuacion, se muestran

algunos valores de referencia de potencial electrocinético (Tabla 5).
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Tabla 5. Valores de referencia del potencial electrocinético [Rosen &
Kunjappu, 2018].

Magnitud de potencial Comportamiento de
Zeta (mV] estabilidad
0ab5 Floculacion rapida
10 a 30 Inestabilidad incipiente
30 a40 Estabilidad moderada
40 a 60 Buena estabilidad
>61 Estabilidad excelente

2.4.2 TAMANO DE PARTICULA

El tamafio de particula se refiere al diametro promedio de las particulas que
componen un sistema de nanoetosomas. Es especialmente relevante debido a sus
implicaciones en la eficacia y el comportamiento de entrega de la sustancia activa
[Berthely Cardoso & Rojano, 2016]. El tamafio de particula es un pardmetro critico en

los sistemas nanoetosomas por varias razones:

e Penetracion cutdnea: Un tamafio de particula adecuado es necesario para
garantizar una penetracion eficiente a través de la barrera cutanea. Si las
particulas son demasiado grandes, pueden quedar atrapadas en la capa mas
externa de la piel, lo que limita su efectividad [Paraguay-Delgado & Paraguay-
Delgado, 2020]. Por otro lado, si las particulas son demasiado pequefias,
pueden difundirse rapidamente en la piel sin alcanzar las capas mas profundas

donde se requiere el tratamiento.

e Estabilidad fisica: El tamafio de particula también puede influir en la estabilidad
fisica del sistema nanoetosoma. Si las particulas son demasiado grandes,
existe un mayor riesgo de aglomeracion y sedimentacion, lo que puede

comprometer la homogeneidad y la vida util del producto [Benjamin et al.,
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2014]. Por otro lado, si las particulas son demasiado pequefias, pueden tener una
mayor propension a la agregacion y la formacion de cristales, lo que también afecta la

estabilidad del sistema.

e Liberacién controlada: El tamafio de particula puede afectar la velocidad y la
cinética de liberacion de la sustancia activa [Mayoral et al., 2014]. Particulas
mas pequefas suelen tener una mayor area superficial en relacion con su
volumen, lo que puede facilitar una liberacién mas réapida de la sustancia activa.
Por otro lado, particulas mas grandes pueden tener una mayor capacidad de

retencion y liberacion sostenida a lo largo del tiempo.

e Interaccién con el tejido objetivo: El tamafio de particula puede influir en la
interaccion de los nanoetosomas con las células y los tejidos objetivo [Deprez
et al., 2023]. Particulas de un tamafio éptimo pueden tener una mayor afinidad
y capacidad de unién a las células diana, lo que favorece una mayor eficacia

terapéutica.

En resumen, el tamafio de particula en los sistemas nanoetosomas es relevante
debido a su impacto en la penetracion cutanea, la estabilidad fisica, la liberacion
controlada y la interaccién con el tejido objetivo. Un tamafio adecuado de particula es
esencial para lograr una eficacia terapéutica 6ptima y mejorar las propiedades

farmacocinéticas de los nanoetosomas.

Se suele medir mediante dispersion de luz dinamica (DLS), constituye el principal
pardmetro a evaluar que se sabe afecta la estabilidad fisicoquimica de un sistema
disperso en solucion. El dispositivo DLS por sus siglas en inglés Dynamic Light
Scattering, se emplea para medir la distribucion de tamafios de particulas. Esto se
realiza mediante la medicion de la distribucion de velocidades de particulas dispersas
en una dispersion coloidal y por medio de la ecuaciéon de Stokes Einstein es posible

transformarlos a distribucion de tamarios.
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3 JUSTIFICACION

La indometacina (IND), es conocida por sus propiedades antiinflamatorias y
analgésicas favorables, probablemente debido a su inhibicion no selectiva de la
enzima ciclooxigenasa, esto es, inhibiendo la accion de la enzima constitutiva en el
sitio del dafio (COX-1), pero también inhibiendo la accion de la isoforma que se induce
como respuesta a un dafio tisular (COX-2). Sin embargo, por la misma razoén, se sabe
bien que el perfil de seguridad, en particular por los efectos adversos gastrointestinales
compromete los beneficios de la IND. Por lo tanto, desarrollar una formulacion de uso
topico basada en nanoetosomas conteniendo IND representa una propuesta
innovadora y prometedora para mejorar la eficacia y seguridad del tratamiento tépico.
Los nanoetosomas podrian mejorar la penetracién cutanea de la indometacina,
aumentar su biodisponibilidad local y permitir una liberacion sostenida del farmaco
[Quirino-Barreda et al., 2017]. Esto podria resultar en una mejor respuesta terapéutica,
menor frecuencia de aplicacion y potencialmente una reduccién en los efectos

adversos gastrointestinales y sistémicos.

4 HIPOTESIS

El uso del método en frio para la elaboracion de un sistema nanoestructurado usando
etanol y lecitina permite el desarrollo de nanoetosomas conteniendo indometacina
para uso topico en un rango de tamafo de particula y de carga consistentes con una
adecuada permeacion cutanea y su carga en un sistema de entrega basada en un gel

conduce una liberacién extendida de la IND.
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5 OBJETIVO GENREAL

Disefiar un sistema de nanoetosomas conteniendo indometacina (NeT-IND) por el
ensamblaje de nanoetosomas de indometacina, mediante el método frio, vehiculizado
en gel, asi como su caracterizacion fisicoquimica, de eficiencia de encapsulacion y de

permeacion en comparacion con un sistema comercialmente disponible.

6 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Proponer un disefio de experimentos (método de Taguchi) para la elaboracién
de una formulacién NeT-IND manteniendo constante la concentracion de IND y
variando las concentraciones de etanol, leciticina y agua para su optimizacion
basada en las propiedades de tamafio de particula y potencial zeta.

e Caracterizar fisicoquimica de NeT-IND mediante dispersion de luz dindmica
(DLS) el tamafio y distribucion de tamafios de particula, potencial zeta, y
microscopia optica.

e Evaluar la eficiencia de encapsulacion y determinar de su perfil de liberacion,
mediante la cuantificacién de indometacina por cromatografia de liquidos de alta
resolucion.

e Seleccionar la formulacion méas estable de acuerdo a valores de potencial zeta
y vehiculizar en gel empleando carbopol ® 940 y trietanolamina.

e Comparar la permeacion cutanea por células de difusion Franz de NeT-IND vs
un producto comercialmente disponible (crema comercial Indaflex®).
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7 MATERIALES Y METODOS

A continuacién, se presentan los materiales, reactivos y métodos empleados en

el desarrollo y autoensamblaje de nanoetosomas y su evaluacion con y sin la

inclusion de IND:

Materiales:

Piseta con agua destilada

Piseta con etanol

Vasos de precipitado de 150 mL (2), 6 frasco con taparrosca
Parrilla de calentamiento

Agitador magnético

Soporte universal

Bureta de 50 mL

Espétula

Filtro para extrusion con tamafio de poro 0.45um de politetrafluoruroetileno
(PTFE], 0.2 ym

Jeringa de 10 mL

Parafilm

Balanza analitica

Membrana de dialisis

10 agitadores magnéticos

10 vaso de precipitados de 50 mL

Dispositivo para calefaccion y agitacion de soluciones (Franz).

Reactivos

7.1

Fosfolipidos (Lecitina, Making cosmetics, USA)
Etanol (Merck, México)

Agua destilada

Buffer de fosfatos salino PBS 1X pH 7.5

METODOLOGIA PARA LA PREPARACION DE NANOETOSOMAS

MEDIANTE EL METODO FRIO

La metodologia consiste en las siguientes etapas (Figura 10):
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Con la ayuda de una espatula pesar en la balanza analitica 55mg de Lecitina de soya
empleando un vidro de reloj o en un trozo de papel aluminio o en pelicula parafilm como
soporte. La lecitina es una mezcla de fosfolipidos donde el principal componente es la
fosfatidilcolina, pero ademas contiene fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina y

fosfatidilinositol.

Autoensamblaje de nEt-IND

Método inyeccion en Frio

Fosfolipidos Fase / -
Indometacina etanclica / 2
Etanol 30°C 4 i

w1 Fase -
Agua L | acuosa j Enfriar

= | 30°C . 4
> i i
————-ul Agregar la fase acuosa Somcamon_
m a la fase etandlica 50% potencia
ciclos5s

Figura 10. Esquema preparacion de nanoetosomas de IND por el método frio.

1. Empleando un agitador magnético en un vaso de precipitados disolver la lecitina
de soya en de 4 mL de etanol con agitaciébn continua a 700 rpm para la
formacién de una mezcla y calentamiento a 30 grados Celsius (°C).

2. Para la preparacion de la fase acuosa, calentar agua destilada hasta alcanzar
temperatura de 30 °C. Una vez finalizado mediante un arreglo para titular
soluciones (soporte universal y bureta) depositar por goteo 6 mL de la fase

acuosa a una velocidad de goteo aproximada de 200 pL/min.
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3. Una vez realizado los pasos anteriores continuar agitando durante 5 a 30 min a
30°C.

4. Hasta el paso anterior ya se tienen etosomas de tipo MLV y LUV, sin embargo,
para la obtencién de SUV de tamafio nano, se requiere un paso de reduccion
de tamafio. En este caso, emplear la técnica de ultrasonicacion usando un
equipo Labsonic 2000 (B. Braun, Melsunen, Alemania). Para evitar la
recristalizacion durante la homogeneizacion, la temperatura se mantuvo al
menos 5°C por encima del punto de fusion de la mezcla de lipidos. La
nanoemulsién obtenida (O/W) se enfrié en un bafio de hielo y se diluy6 hasta

200 mL con agua desionizada, almacenando en refrigeracion.

7.2 DISENO DEL EXPERIMENTO PARA LA SELECCION DE LA
MEJOR FORMULACION

El disefio de experimentos se realiz6 por el método de Taguchi, el cual se basa en
arreglos ortogonales. Se eligié evaluar el efecto de diferentes proporciones de lecitina
y etanol como los elementos que otorgan las principales propiedades de las
nanoestructuras propuestas. A continuacioén, el resumen del disefio Taguchi empleado:

Resumen del disefo

Arreglo de Taguchi L2(3~3)
Factores: 3
Carridas: 9

Y la matriz de composicion evaluada se presenta (Tabla 6):
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Tabla 6. Matriz de Taguchi para el disefio optimizado de la formulacion.

Formulacién Experimento % Lecitina % Etanol

1 1 1 35
2 1 2 40
3 1 3 45
4 2 1 40
5 2 2 45
6 2 3 35
7 3 1 45
8 3 2 35
9 3 3 40

7.3 CARACTERIZACION DE LAS PROPIEDADES DE LOS
NANOETOSOMAS

7.3.1 TAMANO DE PARTICULA POR DISPERSION DE LUZ DINAMICA
(DLS)

Se realizaron mediciones de tamafio de particula utilizando un sistema de Dispersion
de Luz Dindmica (DLS). Se emple6 un equipo de DLS Zetasizer Malvern Instruments
con un laser de diodo de 633 nm y un detector de correlacion de fotén tnico (SPC).
Las mediciones se llevaron a cabo en una celda de cuarzo desechable de 10 mm,
llenandola con 1 mL de la suspensién de nanoetosomas. Las mediciones se
realizaron en modo de correlacién de intensidad con un angulo de dispersion de 173°
a 25°C. Se promediaron tres mediciones independientes para cada muestra, y se

utilizé un software especializado proporcionado por el fabricante para analizar los
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datos y determinar el tamafio promedio de las particulas.

7.3.2 POTENCIAL ZETA:

Para la medicion del potencial zeta, se utilizé la técnica de "Zeta potential analysis”
con el instrumento "Zetasizer." Los nanoetosomas ya se encontraban suspendidos
en aguay etanol, por lo que no fue necesario preparar la muestra. Se aplicé un campo
eléctrico suave a través de electrodos, y se midio el desplazamiento de las particulas
mediante la dispersion de luz. El Zetasizer utiliz6 modelos matematicos para calcular
la potencial zeta de las particulas en funcién de su velocidad de electrosedimentacion.
Los resultados se presentaron en mV o en unidades de potencial zeta, reflejando la
carga superficial de las particulas. Un potencial zeta positivo indica carga positiva,

negativo indica carga negativa, y cercano a cero indica carga nula o neutralizacion.

7.3.3 MORFOLOGIA POR MICROSCOPIA OPTICA

Para caracterizar la forma y tamafio aproximado de las vesiculas, se empled un
microscopio 6ptico con diversos aumentos colocando una gota de la hanoemulsion

bajo un campo de luz blanca.

7.3.4 CUANTIFICACION DE LA CONCENTRACION DE INDOMETACINA EN
LAS MUESTRAS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION
La concentracion de IND en las muestras de diversos experimentos se midié con un
meétodo de cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) con deteccion UV que
se describe a continuacion. Las muestras se inyectaron un sistema Waters 1525 de
bombas binarias empleando como fase movil una mezcla de metanol, acetonitrilo y
agua acidificada con acido fosférico pH 3.3 en una relacion (60:20:20), con flujo
constante de 1 mL/min. Se usé una columna Agilent Eclipse plus C18 de 4.6 mm
didmetro interno x75mm de longitud, tamafio de particula 3.5 pm, inyectando 10 pL y

detectando las sefiales a longitud de onda 254 nm.
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Se realiz6 una curva de calibracion con los puntos en concentracion de 100 pg/mL,
50 pg/mL, 10 pg/mL, 5 pg/mL, 1 pg/mL y 0.1 pg/mL de indometacina en solucion
etandlica (Tabla 7). A partir de una solucién stock inicial de 1mg/mL o bien que es
equivalente de 1000 pg/mL se realizaron las diluciones correspondientes. A

continuacion, se muestran los volimenes tomados y el aforo a 1 mL.

Tabla 7. Concentraciones y volimenes para curva de calibracion.

Concentracion Volumen atomar de la solucién Volumen de aforo con

final anterior (solucion stock] etanol
100 pg/mL 100 pL 500 pL
50 pg/mL 500 pL 500 pL
10 pg/mL 200 pL 800 pL
5 pg/mL 500 pL 500 pL
1 pg/mL 200 pL 800 pL
0.1 pg/mL 100 pL 900 pL
100 pg/mL 100 pL 500 pL
50 pg/mL 500 pL 500 pL
10 pg/mL 200 pL 800 pL

Estos volumenes se inyectaron posteriormente al equipo de cromatografia

liqguida de alta resolucion HPLC, y se procedié a optimizar el método.
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7.3.5 EFICIENCIA DE ENCAPSULACION

Se prepararon muestras blanco de nanoetosomas relacién peso volumen (2:40)
lecitina, solucion hidroalcohdlica sin IND los NET y muestras con indometacina, misma
relacion, al 2% de indometacina. Posteriormente se almacenaron a 4°C y
centrifugaron a 12000 rpm aproximadamente por 10 min hasta observar la formacion
de un pellet en el fondo del tubo eppendorf. Se retird el sobrenadante, se filtré en
membrana de PTFE de 0.2 ym y se analizé por cromatografia liquida de alta
resolucion con el método antes descrito. Se presenta el esquema de dicha evaluacion
(Figura 11).

<

Figura 11. Esquema resumen evaluacion de eficiencia de encapsulacion.

La eficiencia de encapsulacién se calcul6 de acuerdo con la siguiente formula

%EE — Winicial—Wlibre . 100

Winicial

46



Donde:
Winicial COrresponde a la masa de IND inicial

wiibre @ la masa libre después de agitacion

7.3.6 EVALUACION DE LA LIBERACION IN-VITRO EN MEMBRANA DE
DIALISIS

Los estudios de liberacion in vitro de la IND desde la nanoformulacion etosémica se
realizaron utilizando celdas de difusion modificadas localmente. Se cortaron
segmentos de membrana de dialisis de 8 cm aproximadamente y se sellaron de la
parte inferior de la celda. Se deposit6 la formulacion de Net-IND en el interior y se
sell6 la parte superior. El sistema se coloco en la solucion de buffer de fosfatos (50
mL) bajo agitacion continua a temperatura de 37 °C y se tomaron alicuotas de 1 mL
del buffer de fosfatos (pH 7.4) (con reposicién de volumen con buffer fresco) durante
12 h. Posteriormente se construyeron los perfiles de liberacion. Se presenta el
esquema de dicha evaluacion (Figura 12).

3 Buffer de fosfatos e
(PBS)pH 7.4
(

|

Preparar bolsas de Agitacion y Muestreo v Analisis de
dialisis calentamiento andlisis por resultados
HPLC

Figura 12. Esquema de los procesos realizados para la evaluacion de la liberaciéon
in-vitro a través de membrana de dialisis.
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7.3.7 SELECCION DE LA MEJOR FORMULACION Y VEHICULIZACION EN
GEL

La seleccién de la mejor formulacién se bas6é en la optimizacién del modelo de
Taguchi sobre las variables de tamafio de particula y potencial zeta. La formulacion
seleccionada fue vehiculizada con en gel para realizar la evaluacion comparativa de
las propiedades de permeacion ex vivo. El gel se preparé utilizando carbopol 934 con
el método de dispersidn con neutralizacion. Se dispers6é Carbopol en agua purificada
y se hidraté adecuadamente, evitando grumos y burbujas de aire. Luego, se agrego
trietanolamina gradualmente como agente neutralizante para ajustar el pH del gel. La
viscosidad se controlé y se afiadieron otros ingredientes necesarios. Finalmente, se
homogeneizo el gel para obtener una distribucion uniforme. El énfasis radica en el

uso de trietanolamina como el agente neutralizante clave en la preparacion del gel.

7.3.8 COMPARACION DE LA CAPACIDAD DE PERMEACION DE LA
FORMULACION NeT-IND VERSUS PRODUCTO COMERCIAL

En el estudio de "Evaluacién de las propiedades y comparacion con el producto
comercial" utilizando la celda de Franz, se evaluaron Indaflex® (producto comercial)
y los nanoetosomas en pieles de ratdn por triplicado. Se aplicé 1 gramo de Indaflex®
en tres muestras de piel y 1 gramo de nanoetosomas con indometacina en otras tres
muestras. Luego, se montaron las pieles en la celda de Franz y se evalud la
permeacion y liberacion de las sustancias. Después de 0, 1, 2, 3, 5, 6, 8, 10, 12, 24
hrs. se recogieron muestras de 1uL del compartimento donador para andlisis
reponiéndolas con 1 pL de buffer de fosfatos salino PBS (pH=7.4) cada vez. Se
compararon los resultados de la liberacion y se sacaron conclusiones sobre la
permeabilidad de ambos productos, utilizando andlisis estadistico ANOVA de un
factor pardeterminar si es que hay diferencias significativas en términos de liberacion

entre las 9 formulaciones.
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Se emplearon celdas de Franz para determinar la permeacion cutanea ex vivo la
formulaciéon de Net-IND con mejores propiedades segun lo descrito previamente,
comparando con la permeacion de IND producida por una formulacién comercial de
IND (Indaflex®), la cual se est&4 formulada como una crema al 2.5%. Se colocé 1
gramo del gel con Net-IND o de Indaflex® sobre una secciéon (1 cm?) de piel de rata
(Wistar macho de 10 semanas de edad), previamente afeitada y lavada. la piel se fijo
en un compartimiento receptor (lado del estrato corneo hacia arriba en el
compartimiento donante). Se emple6é buffer de fosfato pH 7.4 como medio de
transporte en las celdas de Franz controlando la temperatura a 37°C bajo agitacion
constante. Se tomaron muestras con reemplazo en un periodo de 24 h y se midio la
concentracion de IND con el método cromatografico descrito previamente. La piel de
las ratas procedié de una donacion de una investigacion independiente al momento
de concluir tal investigacion y enviar a eutanasia a los animales control (sin
exposicion). Tal protocolo fue aprobado por un comité de ética en investigacion con
namero: ALP-AS-22-001.
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8 RESULTADOS
8.1 DISENO DE EXPERIMENTOS

El disefio de experimentos se realizo por el método de Taguchi, el cual se basa en
arreglos ortogonales. Es importante mencionar es que el pH cuando se incorpora
IND al 2% es de 5.62 en comparacion con la formulacion sin IND con un pH de 6.96,
esto tiene sentido debido al caracter &cido de la indometacina (2-(1-(4-
clorobenzoil)- 5-metoxi-2-metilindol-3-il)acido acético).

MODELO TAGUCHI
Se realiz6 un disefio Taguchi

Resumen del diseno

Arreglo de Taguchi L2(3~3)

Factores: 3

Carridas: 9
Matriz de Taguchi.

Tabla 8. Matriz de Taguchi.

Formulacion Experimento % Lecitina | % Etanol
1 1 1 35
2 1 2 40
3 1 3 45
4 2 1 40
5 2 2 45
6 2 3 35
7 3 1 45
8 3 2 35
9 3 3 40

50



A continuacion, se presenta una imagen con las formulaciones resultantes en orden
crecientede lalala9yenellugar 10 el control nanoetosomas sin indometacina (Figura
13). En cuanto a consistencia todas presentan una consistencia equivalente y

coloracion blanco-amarillento.

Figura 13. Formulaciones de nanoetosomas obtenidas. Nanoetosomas del 1 al 9 en
ese orden y al ultimo la formulacion control (nanoetosoma sin IND).

En la gréfica de efectos principales para medias en funcion de tamafio (Figura 13) y de
potencial zeta (Figura 14) se puede observar que la mejor combinaciéon de factores son
los pertenecientes al blogue de experimentos numero dos, en particular cuando se
incluyen porcentajes de 2% de lecitina y 35% de etanol, lo que corresponde con el
experimento 8. Para verificar los hallazgos anteriores, posteriormente se realizo el trazo
de superficie de respuesta con los datos obtenidos para tamafio de particula y potencial

zeta.
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Grafica de efectos principales para Medias
Medias de datos

Experimento % Lecitina % Etanol

600

Media de Medias

450 4

400+

Figura 14. Grafico de disefio Taguchi, efectos principales para medias
en funcion tamafo (nm).

Gréfica de efectos principales para Medias
Medias de datos

Experimento % Lecitina % Etanol

Media de Medias

Figura 15. Gréfico de disefio Taguchi, efectos principales para medias en

funcion de potencial zeta (mV).
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Con los datos obtenidos previamente con el Zetasizer Malvern Instruments y el
uso del disefio de Taguchi en el programa minitab se trazo la superficie de
respuesta en términos del tamafio de particula (Figura 16) y la potencial zeta
(Figura 17).

Grafica de superficie de Tamafo (nm) vs. % Lecitina, % Etanol

550 |

Tamario (nm)

500

L) -
2, = e 4 % Lecitina

40 e
% Etanol )

Figura 16. Grafica de superficie de tamafio (nm) vs porcentajes de leciticina y etanol.

En la grafica superior se puede apreciar que a mayor concentracion de etanol y
mayor concentracién de lecitina el tamafio promedio de los nanoetosomas
incrementa, esto tiene sentido ya que a mayor cantidad de materiales de

constructo se esperaria mayores tamafios de particula.
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Grafica de superficie Potencial zeta (mV) vs. %Leciticina, %Etanol
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ey e % Etanol

g T
% Lecitina

Figura 17. Gréfica de superficie de potencial zeta (mV) vs porcentajes de leciticina y
etanol.
En este caso se aprecia que la combinacion teo6rica que optimiza el disefio
corresponde con concentraciones de 2% de lecitina (peso volumen), y 35% de
etanol (volumen-volumen), donde se aprecia una potencial zeta del 30 mV. A
continuacion, se presentan los resultados para las formulaciones obtenidas por
el método de Taguchi (Tabla 9).
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Tabla 9. Composicion de formulaciones de nanoetosomas.

Formulaciones Fosfolipido Etanol Tamafio(nm] Potencial Eficienciade

(%) (%) zeta (mV] atrapamiento
(%)
El 1 35 448.56 -21.7 98.56
E2 2 40 460.26 -24.73 95.07
E3 3 45 466.29 -24.23 97.80
E4 1 40 571.73 -17.6 98.62
E5 2 45 537.83 -5.69 98.27
E6 3 35 555.1 -8.82 98.10
E7 1 45 741.93 -21.96 98.64
E8 2 35 158.5 -95.73 98.28
E9 3 40 578.7 -8.61 97.73
8.2 METODO ANALITICO PARA LA CUANTIFICACION DE

INDOMETACINA

La curva de calibracion (Figura 19) muestra linealidad para el método de
cuantificacion de indometacina por HPLC ya que se obtienen valores R de 0.99
y R"2 de 0.997 en el rango de concentraciones establecido de 10 a 100 pg/mL.

A continuacion, se muestra su perfil de elusion (Figura 18).
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AU

0.40-

0.35

0.304

0.254

0.204

- - \

0.05- SR

0.00- S\

L] L] l Ll Ll T L] I T Ll T I L] L L] ' L] T L] I L T Ll l T I
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00
Minutes

——— 1 ug/mL; Date Acquired: 12/15/2022 5:24:02 PM; Vial: 2; Inj#: 1; Channel: ****
———— 3 ug/mL; Date Acquired: 12/15/2022 5:32:41 PM; Vial: 3; Inj#: 1, Channel: ****
——— 5 ug/mL; Date Acquired: 12/15/2022 5:41:23 PM; Vial: 4; Inj#: 1; Channel: ****
10 pg/mL; Date Acquired: 12/15/2022 5:50:02 PM; Vial: 5; Inj#: 1, Channel: ****
—— 30 ug/mL; Date Acquired: 12/15/2022 5:58:44 PM; Vial: 6; Inj#: 1, Channel: ****
50 pyg/mL; Date Acquired: 12/15/2022 6:07:23 PM; Vial: 7; Inj#: 1, Channel: ****
———— 100 pg/mL, Date Acquired. 12/15/2022 6:16.05 PM, Vial: 8, Inj#. 1, Channel. ****

Figura 18. Perfil de elusion correspondiente a curva de calibracion de IND.
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CURVA DE CALIBRACION DE INDOMETACINA

4.0x106]
3.5x108
3.0x10%]
2.5x108
2.0x108]
3 ]
< 1.5x10%]
1.0x108]
5.0x10%]
0.0
-5.0x10%
‘I l T T T T I T T T T l T T T T I T T T T I T 1] T T ] T T T T l T T T T l T T T T I T T T T ] T T T T l T
0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00 70.00 80.00 90.00 100.00
Amount
Name: ind; RT: 2.000; Fit Type: Linear (1st Order); Cal Curve Id: 14210; R: 0.998622; R"2: 0.997246;
Weighting: None; Equation: Y = 3.50e+004 X - 1.42e+005
Peak: ind
Calc. %
Sample Name | Result Id | Name | Level | X Value | Response L Manual | Ignore
Value | Deviation
1110 14208 | ind 10.000 200447.900 9.794 | -2.06 No No
2130 14211 | ind 30.000 968120.524 | 31.729 | 5.76 No No
3|60 14212 | ind 60.000 |1922161.089 | 58.988 | -1.69 No No
475 14213 | ind 75.000 |[2395752.686 | 72.520 | -3.31 No No
5|100 14214 | ind 100.000 | 3426460.665 | 101.970 | 1.97 No No

Figura 19. Curva de calibracién y ecuacion de la recta para IND Y=3.50e"+004X-
1.42e"+005.
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8.3 PREPARACION DE LA FORMULACION FINAL EN GEL

Para la preparacion de la formulacion en gel, primero se probd hacer un gel
solamente con agua empleando carbopol, agua y trietanolamina. En este caso
se prepararon 100mL utilizando las siguientes cantidades; 1g de Trietanolamina
como agente entrelazante, 2g de carbopol (carbomero) y 100 mL de agua,

obteniéndose el gel que se muestra a continuacion.

Figura 20. Aspecto del gel desde dos vistas.

En la Figura 20 a) se muestra el gel en medio acuoso vista vertical, Figura 20 b)

vista al interior del recipiente para ver consistencia.

Para la preparacion de la formulacion final en gel se emplearon 260 mg de
carbopol 950, trietanolamina 2 gotas, agua destilada 12 mL y 15 mL de
formulacién final nanoetosomas. Posterior a ello se agité constantemente y se
afadié el carbopol lentamente, hasta observar la formacion del gel y la

consistencia deseada (Figura 21).
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Figura 21. Productos obtenidos, imagenes de formulacion final en gel Net- IND.
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8.4 EVALUACION DE EFICIENCIA DE ENCAPSULACION

Se prepararon muestras blanco de nanoetosomas con una relacion peso volumen
(2:40) de lecitina, solucion hidroalcohdlica sin indometacina NET y muestras con
indometacina, misma relacion, al 2% de indometacina. Posteriormente se almacenaron
a 4°C y cuando se realizaron las distintas evaluaciones se centrifugaron a 12000 rpm
aproximadamente por 10 min hasta observar la formacion de un pellet en el fondo del
tubo eppendorf. Se retird el sobrenadante, se filtr6 en membrana de PTFE de 0.2 ym
y se analizoé por cromatografia liquida de alta resoluciéon (Figura 22). Los resultados
fueron los siguientes (Tabla 10). Algo importante a mencionar es que se realiz6 una
dilucién 1:40 para que los resultados entraran dentro del limite de deteccién de mi curva

de calibracion ya que estos sobrepasaban la concentracién detectable por la curva.

Método inyeccion en Frio

Figura 22. Esquema resumen evaluacion de eficiencia de encapsulacion.
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La eficiencia de encapsulacion se calculd de acuerdo con la siguiente formula

Winicial - Wlibre

%EE = 100 x W
inicial

Donde:
winicial corresponde a la masa de IND inicial

wlibre a la masa libre después de agitacion

Tabla 10. Eficiencia de encapsulacion.

Experimento % % % Concentaciéon  Multiplicacion

Lecitina IND Etanol liberada de por Factor de

IND (ug/ mL) dilucion (pg/

mL)

1 1 2 35 7.183 287.320 98.56
1 2 2 40 24.623 984.933 95.07
1 3 2 45 11.013 440.520 97.80
2 1 2 40 6.914 276.560 98.62
2 2 2 45 8.631 345.240 98.27
2 3 2 35 9.523 380.920 98.10
3 1 2 45 6.78 271.200 98.64
3 2 2 35 8.585 343.400 98.28
3 3 2 40 11.364 454.560 97.73

En la (Tabla 10) se puede apreciar que todas las eficiencias de encapsulacién se
encontraron por arriba del 95%, lo cual indica que la indometacina se esta

encapsulando en elevada cantidad en la nanoformulacion.
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8.5 EVALUACION DE LA LIBERACION IN-VITRO EN MEMBRANA
DE DIALISIS

8.5.1 LIBERACION DE IND EN TERMINOS DE CONCENTRACION

En la siguiente grafica se observa la liberacion en membrana de dialisis para cada una

de las 9 formulaciones.

Grafica de liberacion vs tiempo
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50

—@— Formulacién 8

Concentracién acumulativa (pg/mL]

—@— Formulacién 9

h
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Figura 23. Perfil de liberacion de indometacina de nanoetosomas en términos de
concentracion acumulativa de farmaco liberado en ug/mL contra el tiempo en horas.

En la grafica superior (Figura 23) se observa la liberacion para las formulaciones 1 a 9.
Se aprecia que la mayor liberacion acumulativa para la formulacion 8 es de 183.018
pHg/mL a las 12 hrs, siendo la liberacidon en este punto con respecto al punto previo de
68.946 pg/mL.
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Ademas, se puede apreciar en la (Figura 23) que a mayor tiempo que transcurre
efectivamente la concentracidbn acumulativa es mayor y concuerda con una liberacion
modificada. Se considerd que la cinética de liberacion corresponde con una de tipo
fickiana (ecuacion de Fick), ya que el valor del exponente de liberacion difusiva fue de
alrededor de 0.5 para cada una de las 9 formulaciones, este valor se calcul6 graficando
el log de la concentracion acumulativa contra el log del tiempo, lo cual indica una

liberacion fickiana en estado estacionario.

De igual forma se aproximo la liberacion para las 9 formulaciones empleando distintos
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Cantidad liberada
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Figura 24. Graficas aproximacion a datos de liberacion para 9 formulaciones por
distintos métodos.
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Siendo el modelo que mejor se ajusta para la formulacion 8 el de Korsmayer Peppas

con una n de 0.4962 sugiriendo una liberacion de tipo Fickiana.

Modelo de Korsmayer- Peppas

Donde:
Q(t) es la cantidad de farmaco liberado en el tiempo t.
K es una constante de liberacion.

n es el exponente de liberacion que depende del mecanismo de liberacién.

8.5.2 RESULTADOS DE LIBERACION EN TERMINOS DE % DE
LIBERACION

Grafica de porcentaje de liberacidn
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Figura 25. Grafica de porcentaje de liberacion contra tiempo en horas.

En la Figura 25 se puede apreciar que la mayoria de nanoformulaciones sobrepasa el

50% de liberacidon de IND al haber transcurrido 8 horas de experimento.
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En la Tabla 11. Se muestra un resumen de las variables de respuesta, incluyendo
la potencial zeta, tamafio de particula y eficiencia de encapsulacion para todas las

combinaciones del disefio Taguchi empleado.

Tabla 11. Tabla que agrupa resultados de combinacién Taguchi, %EE, potencial zeta
y tamafio de particula.

Orden de

corrida

Experimento
%L ecitina ! 2 3 ! 2 3 1 2 3
35 40 45 40 45 35 45 35 40
%Etanol

oeEficiencia | 9856 | 95.07 | 97.79 | 98.62 | 98.27 | 98.09 | 98.64 | 98.28 | 97.72

Encapsula
miento.

: -21.7 | -24.73 | -24.23 | -17.6 | -5.69 | -8.82 | -21.96 | -55.73 | -8.61
Potencial zeta

(mv)

Tamafio de 448.56 | 460.26 | 466.29 | 571.73 | 537.83 | 555.1 | 741.93 | 158.5 | 578.7

particula (nm)
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8.6 COMPARACION DE RESULTADOS DE LIBERACION MEDIANTE
PRUEBA ESTADISTICA ANOVA DE UN FACTOR

A continuacién, se muestran los resultados del analisis estadistico (ANOVA de un
factor). Con estos datos se concluye que las diferencias entre formulaciones no son
estadisticamente significativas (p>0.05) y por lo tanto no hay variacion significativa en
términos de liberacion entre las diferentes formulaciones de nanoetosomas. Al llegar
a este punto conjuntar resultados de, Modelo: se optimizé (Taguchi) en funcién de
potencial zeta y tamafio de particula quedando una formulacién con las siguientes

caracteristicas (tal % 2 de fosfolipidos y % 35 etanol).

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Formulacién 1 10 641.172 64.1172 1875.03482
Formulacién 2 9 675.237 75.0263333 2315.03764
Formulacion 3 10 731.518 73.1518 2449.77728
Formulacion 4 10 854.431 85.4431 4907.53829
Formulacion 5 10 459.241 45,9241 1276.55146
Formulacion 6 10 605.505 60.5505 1812.15768
Formulacién 7 10 616.08 61.608 2813.99866
Formulacion 8 10 748.283 74.8283 2859.84709
Formulaciéon 9 10 544,507 54.4507 1701.34559

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Sumade Gradosde Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 11694.0385 8 1461.75481 0.59728505 0.77741883 2.05637261

Dentro de los
grupos 195786.559 80 2447.33199
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Total 207480.597 88

Dado que de las 9 formulaciones evaluadas no hubo diferencias en cuanto al %
liberado se considera que la formulacion optimizada en base al punto anterior posee
las mejores propiedades de liberacion in vitro. Por lo anterior se procedi6 a realizar la
prueba comparativa permeacion en piel de rata.

8.7 EVALUACION D!E LA CAPACIDAD DE PERMEACION IN-VITRO
EN CELDA DE DIFUSION FRANZ

Como parte de la metodologia planteada, y una vez corroborado la obtencion de
liposomas de tamafos definidos con y sin principio activo, se evaluo la permeacion
cutanea de Net-IND en un modelo in vitro, mediante el arreglo de la celda de difusion
de Franz esquematizada en la Figura 26, ademas de una evaluacion de su perfil de
liberacién mediante una curva de tiempo contra liberacion acumulativa, corroborando

asi la funcionalidad del sistema.

Donor Compound

Donor Chamber
‘_ Flat Ground
Joint

Membrane

Samplmg Port
Heater/

circulatO’ 8/
| RECEpLOY
Chamber

Water Jacket == === Stirbar

Figura 26. Celda de difusion tipo Franz.
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Finalmente, el sistema de celdas de Franz con piel de rata como membrana de permeacion se
mantuvo en agitacion constante a temperatura de 35°C y se tomaron muestras de 1 L,
reponiéndolas con 1 puL de PBS pH 7.14 cada hora hasta construir la grafica de difusion.
Los tiempos de muestreo fueron 0, 1, 2, 3, 5, 6, 8, 10, 12, 24 hrs. En la Figura 26 en
color azul se aprecia el perfil de permeacion de Net-IND y el perfil de permeacion de
Indaflex® en color rojo, medido en términos de concentracion acumulativa vs tiempo

en horas.

Grafica de permeacion
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Figura 27. Grafica comparativa del perfil de permeacion de NeT-IND vs perfil de
permeacion de Indaflex®.
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Grafica de % Permeado vs Tiempo h
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Figura 28. Grafica comparativa del perfil de % permeaciéon de NeT-IND vs % de
permeacion de Indaflex®.

Por otra parte, en la Figura 28 se aprecia el porcentaje de permeacién de Net-IND en
color rojo contra el porcentaje de permeacion de Indaflex® en color azul, se puede
apreciar que las 10 horas de experimento ambas formulaciones alcanzan el 50% de
formulacién permeada.

Célculo del flujo y constante de permeacion

Para el célculo del flujo se emplean dos aproximaciones por regresion lineal, una para
los primeros 6 datos y la otra para los 4 restantes y la constante de permeaciéon (Kp)

se calculo dividiendo el flujo entre la concentracion, todo ello se realiz6 mediante un
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cbdigo en Python que se encuentra en la seccion de anexos.

Tabla 12. Constantes de Permeacion K1 y K2 para experimento de Franz.

Net-IND | 0.3579 | 0.03408
8

Net-IND | 0.13119 | 0.02375
8

Net-IND | 0.5666 | 0.02752
8

Promedio | 0.2634 | 0.02845

Control 0.6657 | 0.0355

Control 0.3503 0.032

Control 0.3248 | 0.0339

Promedio | 0.4469 | 0.0338

Las unidades de la constante de permeacion son en cm/min, y se muestran en la Tabla,
tanto el promedio para las 3 réplicas de la formulacion final en gel seleccionada, como

para las 3 réplicas de Indaflex®.

Tabla 13. Flujo (J) en (ug/cm?/min) para la formulacion final en gel seleccionada (por
triplicado) y para Indaflex® igualmente por triplicado.

J tiempo 1 -6 RN 2 J tiempo 7 -10

(ug/cm?/min) ' (ug/cm?/min)
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Net-IND 8 0.012171 0.9927 0.006954 0.9644

Net-IND 8 0.006799 0.9796 0.005587 0.9780

0.013314 0.9873 0.00803 0.9718
0.011371 0.9888 0.00618 0.969
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8.8 VISTA AL MICROSCOPIO OPTICO

En la imagen (Figura 29) al microscopio Optico se pueden observar pequefios puntos
esféricos que son los nanoetosomas sin IND. En la imagen (Figura 30) al microscopio
optico se aprecian nanoetosomas de mayor tamafo, esto se la atribuye a la
incorporacion de laindometacina. La tercera imagen (Figura 31) se muestra una vista al
microscopio optico de la crema comercial Indaflex® de indometacina, que no contiene
nanoetosomas. En esta imagen, no se observan estructuras esféricas o vesiculas

caracteristicas de los hanoetosomas presentes en las figuras anteriores.

Figura 29. Vista al microscopio 6ptico (40X) de nanoetosomas sin IND.
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Figura 30. Vista al microscopio 6ptico (40X) de nanoetosomas con IND.

Figura 31. Vista al microscopio 6ptico (40X) de la formulacion comercial.
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9 DISCUSION

Es bien conocido que las enfermedades reumaticas ocasionan dafios tanto en las
personas afectadas como en sus seres queridos. Para su tratamiento la indometacina
se suele emplear de manera topica, ya que disminuye los sintomas asociados al inhibir
las COX. Sin embargo, comercialmente en México solo existe la formulacion Indaflex®,
gue se caracteriza por ser una crema con concentracion de Indometacina al 2.5%.
Para superar los obstaculos biofarmacéuticos, hemos optado por desarrollar una
nanoformulacion de nanoetosomas transdérmicos de indometacina (IND), que es un
sistema de transporte de farmacos util en nanomedicina. Esta estrategia se basa en la
incorporacion de etanol en la estructura de los nanoetosomas, lo que les confiere una
mayor flexibilidad y, por ende, reduce el riesgo de ruptura. Este aumento en la
flexibilidad se traduce en una mayor capacidad de penetracion en comparacion con
los liposomas convencionales [Paiva-Santos et al., 2021b].

En la literatura se ha utilizado formulaciones liposomales para aplicaciones
transdérmicas de farmacos tipo AINEs. Por ejemplo, Ghanbarzadeh y Arami [2013]
encapsularon diclofenaco en sistemas liposomales, obteniendo eficiencias de
encapsulamiento entre 42.61% y 51.72% y tamafos de vesicula entre 145y 202 nm.
Otro estudio realizado por [Gaur et al., 2014] encapsuldé aceclofenaco en sistemas
liposomales para aplicaciones transdérmicas, obteniendo potenciales zeta entre 16-25

mV, eficiencia de encapsulacion de 78.9% y tamafio de particula de 147 nm.

Considerando que se ha reportado que la indometacina tiene una potencia
farmacéutica elevada en la inhibicion de la sintesis de prostaglandinas, superior a la
de otros AINEs [Gliszczynska & Nowaczyk, 2021], lo que se traduciria en una mayor
reduccion de la inflamacion y el alivio del dolor [Evans et al., 2021], es claro que contar
con formulaciones de uso topico que incluyan este AINE aportarian a la terapéutica de

padecimientos inflamatorios. En ese sentido [Ricci et al.,, 2005] propusieron el
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encapsulamiento de indometacina en sistemas lipidicos basados en una mezcla de
mono-, di-, y triglicéridos de acido behenico (Compritol®) de tamafio nanomeétrico con
capacidad de absorcion percutdnea. Ese sistema permiti6 una tasa maxima de
permeacion de 25 pg/cm? en comparacion con los 50 pg/cm? que se obtuvo en nuestro

estudio.

En el presente estudio, se eligieron componentes principales de la hanoformulacion:
leciticina, etanol y agua por las caracteristicas deseadas en el constructo, en tanto que
se selecciond el método en frio para el ensamblaje de los Net-IND debido a sus
ventajas: preservacion de farmacos sensibles al calor, mayor eficiencia de
encapsulacién, menor riesgo de degradacion quimica [Surdana et al., 2021]. Con la
finalidad de optimizar el disefio de los nanoetosomas, se utiliz6 un disefio de
experimentos Taguchi L9 (3”3) que considera las variables de respuesta: potencial
zeta y tamanfo de particula. Tales variables fueron seleccionadas debido a que se sabe
gue en el rango de valores de potencial zeta menores a -30 mV y con tamafios de
particula menores a 200nm las nanoestructuras presentan propiedades favorables
como mayor estabilidad que facilitarian el paso a través de las capas de piel [Villarreal
et al., 2022].

En nuestro caso, la formulacion de Net-IND se optimizé cuando se usé una mezcla de
2% de leciticina y 35% de etanol (formulacion namero 8). Las propiedades criticas de
esta formulacién: particulas con tamafio promedio de 158 nm y potencial zeta negativo
de -58 mV sugieren que esta podria ser de utilidad en una futura formulacién para uso
terapéutico, ya que trabajos previos han demostrado que tamafios menores a 300 nm
son eficaces en un sistema liposomal para el transporte de farmacos por via
transdérmica, mientras que potenciales zeta superiores a +50 mV o inferiores a -50
mV se han asociado con particulas estables [Chavarria Rojas et al., 2022; Mayoral et
al., 2014j.

77



Respecto del proceso de liberacion de IND desde el sistema Net-IND desarrollado,
este resultd controlado alcanzando el 50% de liberacién en un plazo de 8 horas y
continuo hasta las 24 horas. El comportamiento de liberacion controlada resulté de tipo
fickiano y el exponente de liberacion difusional fue de alrededor de 0.5, lo que indica
que la liberacion de IND de los nanoetosomas es lineal y se da por difusion, esto
sugiere que dicha liberacion es predecible por la ecuacion de Fick [Chourasia et al.,
2011].

Por lo tanto, nuestro sistema de Net-IND, ademés de observar la morfologia esférica
de los nanoetosomas y distribucion adecuada al microscopio éptico, mostré una
eficiencia de encapsulacion superior al 95% y perfiles de liberacién adecuados, lo cual
representa una ventaja con importantes implicaciones farmacoldgicas y clinicas. Esta
caracteristica sugiere la posibilidad de establecer un régimen de dosificacion mas
conveniente y efectivo en comparacion con otras formas farmacéutica como la oral o
aun la tépica actualmente disponible, que requiere ser administrada cada 6 u 8 horas
[Andromaco, 2023]. En este contexto la nanoformulacién es mejor por los siguientes

puntos:

» Dosificacion conveniente: La liberacion controlada del farmaco que se mantiene
durante un periodo de 24 horas indica que, en teoria, un solo suministro diario
puede ser suficiente para mantener una concentracion terapéutica efectiva del
farmaco en el cuerpo. Esto simplifica la administracion para los pacientes, evitando
la necesidad de tomar medicamentos repetidamente a lo largo del dia [Dominguez,
2008].

*+ Mejora de la adherencia: Un régimen de dosificacion una vez al dia tiene el
potencial de mejorar la adherencia del paciente al tratamiento. La necesidad de
recordar y tomar medicamentos con menos frecuencia puede aumentar la

probabilidad de que los pacientes sigan el plan de tratamiento correctamente, lo
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gue es esencial para lograr resultados terapéuticos optimos [Dilla et al., 2009].

+ Estabilidad de los niveles sanguineos: La liberacion continua y sostenida del
farmaco a lo largo del dia puede ayudar a mantener niveles sanguineos mas
estables y uniformes en comparacion con dosis mas frecuentes. Esto puede
resultar en un control mas eficaz de los sintomas o la afeccion médica en cuestion
[UAG, 2021].

Una vez que se caracterizd el sistema nanoetosomal de IND, se procedido a
vehiculizarlo en forma de un gel usando carbopol y trietanolamina. Ese sistema ha sido
previamente descrito en diversos trabajos por las ventajas que ofrece: adecuada
viscosidad, buena tolerancia cutdnea, estabilidad de la formulacién, y principalmente
por la compatibilidad con los materiales de los nanoetosomas [Muifiiz y Cervantes-
Martinez, 2012]. Hablando de biocompatibilidad, estos, suelen ser componentes de los
geles antibacteriales comerciales, siempre y cuando estén en concentraciones
adecuadas, y mientras la persona no padezca de hipersensibilidad a los componentes,
son seguros para su uso en piel [Aleph, 2021]. Entre las ventajas que ofrece un gel
como vehiculo de un farmaco se encuentran mejora de la biodisponibilidad,
minimizacion de efectos sistémicos, comodidad de aplicaciébn para el paciente y

proteccién del farmaco [Herndndez-Adame et al., 2021].

Finalmente, el sistema de Net-IND vehiculizado en gel se comparé respecto de las
propiedades de permeacion frente al producto de uso topico actualmente disponible
en México, Indaflex® de Laboratorios Andrémaco. Se utilizé piel de rata (procedente
de una donacion) en el sistema de celdas de Franz, en lugar de una membrana artificial
debido a, entre otras ventajas, el realismo del fendbmeno biolégico: la piel real
proporciona un modelo mas realista y fisiolégicamente relevante en comparacion con

las membranas artificiales [Takeuchi et al., 2011]. Esto significa que los resultados del
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experimento pueden reflejar de manera mas precisa cOmo interactian los compuestos
con la piel en un entorno biolégico. Esto es, la piel real puede replicar de manera mas
precisa las propiedades de la barrera cutanea, incluida su permeabilidad y resistencia
a la penetracién de sustancias quimicas [Schmidt et al., 2020]. Este escenario de
evaluacion ha sido previamente empleado por diversos autores [Komatsu & Sakurada,
2012; Leanpolchareanchai & Teeranachaideekul, 2023] los cuales han descrito las
ventajas de evaluar la penetracion transdérmica con piel real de rata y ratbn como

predictores de la eficacia de formulaciones para uso topico.

Ahora bien, la absorcion percutanea del farmaco es un proceso que implica pasos tales
como (i) la disolucion y liberacion del farmaco desde el vehiculo/formulacion, (i) la
particion del farmaco en el estrato corneo, (iii) la difusion del farmaco solubilizado a
través del estrato corneo y (iv) la penetracién del farmaco en las capas de la piel. El
objetivo en el desarrollo de cualquier formulacion de farmaco topico/transdérmico es
lograr el méaximo flujo (flux) a través de la piel sin ninguna acumulacion de farmaco
[Milanowski B et al., 2021]. En nuestro estudio, se demostro que el flux promedio del
sistema Net-IND 8 fue similar al de la formulacién control (0.0085 vs 0.0136
ug/cm?/min), es decir, la tasa de permeacion del sistema Net-IND parecié ser menor a
la de Indaflex®. Este resultado podria explicarse considerando la alta cantidad de etanol
(alrededor del 30%) empleada en la elaboracion y en la solubilizacién completa de IND
en el gel. El etanol, de hecho, puede influir en la absorcién percutanea mejorando la
solubilidad del farmaco en la matriz del estrato cérneo. Los potenciadores de la
penetracion, como el etanol, se usan ampliamente para aumentar el flujo del farmaco
a través de la piel y numerosas formulaciones topicas que contienen AINES poco
solubles. Aunque este estudio no incluyé evaluaciones del efecto in vivo de la
formulacidén, otros trabajos han sugerido que las formulaciones liposomales (y
nanoliposomales) permitirian la formacion de un reservorio en el estrato corneo capaz
de garantizar la liberacion sostenida del farmaco hacia las capas mas profundas de la

piel, generando asi un efecto farmacolégico prolongado. En su conjunto, los resultados
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de nuestro sistema Net-IND mostraron un buen perfil de permeacién de IND, al menos

comparable con Indaflex®. La relevancia de lo anterior es significativa por varias

razones:

Eficiencia de entrega: la semejanza en el perfil de permeacion sugiere que la
nanoformulacién de nanoetosomas de indometacina en gel tiene el potencial de
administrar el farmaco de manera efectiva a través de la piel, de manera similar
a una formulacion comercialmente exitosa como Indaflex®. Esto es importante
porque demuestra que la nanoformulacion podria ser una alternativa eficaz para
los pacientes [Andleeb et al., 2021].

Competitividad y desarrollo de medicamentos: para los desarrolladores de
medicamentos, lograr un perfil de permeacion similar al de una formulacion
comercial existente es un indicio positivo de que su nuevo producto tiene el
potencial de competir en el mercado [Dea Herrera Ruiz, 2011].

Facilitacion de aprobacion regulatoria: al demostrar que la nanoformulacion
tiene un perfil de permeacion similar al de una formulacién ya aprobada y
ampliamente utilizada, podria simplificar el proceso de aprobacién regulatoria,
ya que se podria utilizar la experiencia previa con el farmaco en términos de

seguridad y eficacia como base para la aprobacion [Panalytical, 2023].

Queda pendiente para estudio futuros la evaluacion del efecto farmacoldgico in vivo

de nuestra formulacién de Net-IND en comparacion con Indaflex® u otros productos

conteniendo AINEs de uso tépico, para demostrar que el perfil favorable aqui

demostrado.

10 CONCLUSIONES

Se desarrolld6 un nanosistema de liberacion de indometacina (nanoetosomas)

vehiculizada en un gel de carbopol, optimizado a través de un disefio de experimentos
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Taguchi L9(3"3) que contiene una concentracion de 2% de leciticina y 35% de etanol,
presentando tamafo de particula de 158.5 nm y un potencial zeta -55.73 meV. Los
perfiles de liberacion de IND en el sistema Net-IND muestran una liberacion controlada
del farmaco, siendo el modelo que mejor se ajusta para la formulacion 8 el de
Korsmayer Peppas con una n de 0.4962 sugiriendo una liberacion de tipo Fickiana.
Estas caracteristicas fisicoquimicas son tedricamente favorables y se pudo demostrar
qgue el sistema Net-IND presenta un perfil de permeacion semejante al de una
formulacion comercialmente disponible en una concentracion de IND de 2.5%
(Indaflex®).
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INTRODUCTION

In order to be effective topically, in addition to presenting good
anti-inflamatory and analgesic potency, NSAIDs must have or be
formulated to present physicochemical characteristics that
facilitate cutaneous penetration.

METHODOLOGY

A Taguchi L9(3"3) experimental
conducted using the Minitab software.
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OBJECTIVE

To desing, optimize, characterize, and in-vitro evaluate a
nano-system based on indomethacin-loaded nanoethosomes
in a gel formulation, as compared to a marketed cream-based
formulation.
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—a— Nanoethosomes

A nanosystem for the release of indomethacin with permeation behavior similar to the commercial formulation was formulated.

The best formulation in a Taguchi L9(3”3) design is number 8 with a concentration of 2% lecithin and 35% ethanol, particle size of
158.5 nm, and zeta potential of -55.73 mV.

As the amount of lecithin and hydroethanolic solution decreases, the particle size decreases, and as the amount of ethanol and
lecithin decreases, the zeta potential increases.

The nanoethosome formulation with the desired physi
obtained using carbopol and triethanolamine.
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In order to be effective topically, in addition to presenting good anti-inflammatory and analgesic
potency, NSAIDs must have or be formulated to present physicochemical characteristics that
facilitate cutaneous penetration. Nanoethosomes are liposomal systems with a high alcohol content
that improvesolubility, biodistribution, and slow down the biotransformation of active substances.
The aim of this study was to develop and characterize nanoethosomes containing indomethacin
(IND) for transdermal administration of the anti-inflammatory drug. We used a Taguchi statistical
experimental design considering combinations of factors/levels of cholesterol and ethanol
concentration.The formulations were prepared to calculate encapsulation efficiency, zetapotential,
nanovesicle size, and % drug release after 0, 1, 2, 4, 6, 8, 12, and 24 h. The mean vesicle size for 9
formulations ranged between 51 nm and 198 while the trapping efficiency was between 85% and
97%, and the drug release percentage after 24 h was between 90% to 94%. After applying the model
optimization process, a final formulation was obtained with particle sizecharacteristics of 158.5 nm,
zeta potential of -55.73, and encapsulation efficiency of 98.23%, which is compatible with improved
transdermal administration of IND.
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Cddigo para aproximacion de liberacion por distintos métodos.

import numpy as np

import matplotlib.pyplot as plt

from scipy.optimize import curve_fit
from sklearn.metrics import r2_score

tiempo = np.array([@, ©.5, 1, 1.5, 2, 4, 6, 8, 12, 22])
cantidad liberada = np.array([0, 19.21, 28.41, 32.16, 46.88, 68.97, 72.44,
96.99, 103.52, 141.33])

liberacion_primer_orden(t, k):
return cantidad liberada[@] * (1 - np.exp(-k * t))

liberacion_orden_cero(t, k):
return k * t

modelo_higuchi(t, k):
return k * np.sqgrt(t)

modelo weibull(t, tau, beta):
return 1 - np.exp(-((t / tau) ** beta))

modelo_ritger_peppas(t, k, n):
return k * t ** n

modelo_korsmeyer peppas(t, k, n):
return k * t ** n

parametros_primer_orden, _ = curve_fit(liberacion_primer_orden, tiempo,
cantidad liberada)

parametros_orden_cero, _ = curve_fit(liberacion_orden_cero, tiempo,

cantidad liberada)

parametros_higuchi, _ = curve_fit(modelo_higuchi, tiempo, cantidad_liberada)
parametros_weibull, _ = curve_fit(modelo _weibull, tiempo, cantidad_liberada)
parametros_ritger_peppas, _ = curve fit(modelo_ritger_peppas, tiempo,
cantidad_liberada)

parametros_korsmeyer peppas, _ = curve fit(modelo korsmeyer peppas, tiempo,
cantidad_liberada)

calcular_r2(y, y_pred):
return r2 score(y, y pred)




prediccion primer_orden = liberacion_primer orden(tiempo,
*parametros_primer_orden)

r2_primer_orden = calcular_r2(cantidad _liberada, prediccion_primer_orden)
print(f"Coeficiente de determinacién (R”2) para Ajuste de primer orden:
{r2_primer_orden}")

print(f"Valor de k para Ajuste de primer orden:
{parametros_primer_orden[@]}")

prediccion_orden cero = liberacion_orden_cero(tiempo,
*parametros_orden_cero)

r2_orden_cero = calcular_r2(cantidad_liberada, prediccion_orden_cero)
print(f"Coeficiente de determinacién (R”2) para Ajuste de orden cero:
{r2_orden_cero}")

print(f"Valor de k para Ajuste de orden cero: {parametros_orden _cero[0]}")

prediccion_higuchi = modelo_higuchi(tiempo, *parametros_higuchi)
r2_higuchi = calcular_r2(cantidad_liberada, prediccion_higuchi)
print(f"Coeficiente de determinacién (R”2) para Ajuste de Higuchi:
{r2_higuchi}")

print(f"Valor de k para Ajuste de Higuchi: {parametros_higuchi[@]}")

prediccion_weibull = modelo_weibull(tiempo, *parametros_weibull)

r2_weibull = calcular_r2(cantidad liberada, prediccion weibull)
print(f"Coeficiente de determinacidén (R”2) para Ajuste de Weibull:
{r2_weibull}")

print(f"Valor de tau para Ajuste de Weibull: {parametros_weibull[@]}, Valor
de beta para Ajuste de Weibull: {parametros weibull[1]}")

prediccion_ritger_peppas = modelo_ritger_ peppas(tiempo,

*parametros_ritger peppas)

r2_ritger_peppas = calcular_r2(cantidad_liberada, prediccion_ritger peppas)
print(f"Coeficiente de determinacién (R”2) para Ajuste de Ritger-Peppas:
{r2_ritger_peppas}")

print(f"Valor de k para Ajuste de Ritger-Peppas:

{parametros_ritger peppas[@]}, Valor de n para Ajuste de Ritger-Peppas:
{parametros_ritger peppas[1]}")

prediccion_korsmeyer_peppas = modelo_korsmeyer_peppas(tiempo,
*parametros_korsmeyer_peppas)

r2_korsmeyer_peppas = calcular_r2(cantidad_liberada,
prediccion_korsmeyer_peppas)

print(f"Coeficiente de determinaciodn (R”2) para Ajuste de Korsmeyer-Peppas:
{r2_korsmeyer peppas}")




print(f"Valor de k para Ajuste de Korsmeyer-Peppas:
parametros_korsmeyer peppas[@]}, Valor de n para Ajuste de Korsmeyer-
Peppas: {parametros_korsmeyer_peppas[1]}")

plt.figure(figsize=(8, 6))
plt.scatter(tiempo, cantidad liberada, label='Datos originales')
plt.plot(tiempo, prediccion_primer_orden, label='Ajuste de primer orden')
plt.plot(tiempo, prediccion_orden_cero, label='Ajuste de orden cero')
plt.plot(tiempo, prediccion_higuchi, label='Ajuste de Higuchi')
plt.plot(tiempo, prediccion weibull, label='Ajuste de Weibull')
plt.plot(tiempo, prediccion ritger peppas, label='Ajuste de Ritger-Peppas')
plt.plot(tiempo, prediccion_korsmeyer peppas, label='Ajuste de Korsmeyer-
Peppas')
plt.xlabel('Tiempo")
plt.ylabel('Cantidad liberada')
.legend()
.title('Comparacion de diferentes modelos de liberacién Formulacioén 6')
.show()

Caodigo para calculo de constante de permeacion y flujo J.

import numpy as np
import matplotlib.pyplot as plt

tiempo = np.array([0, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 14, 16, 24], dtype=float)
concentracion = np.array([0, ©0.051, ©.122, 0.213, 0.308, 0.441, 0.6, 0.806,
1.023, 1.282], dtype=float)

tiempo_primero = tiempo[:6]

concentracion _primero = concentracion[:6]

coeficientes_primero = np.polyfit(tiempo_primero, concentracion_primero, 1)

pendiente_primero, intercepto_primero = coeficientes_primero

flujo_primero = pendiente_primero

constante_permeacion_primero = []




for i in range(len(concentracion primero)):
CO_primero = concentracion_primero[i]
constante permeacion primero.append(pendiente primero / C@ primero)

p_primero = np.polyld(coeficientes primero)

y_pred_primero = p_primero(tiempo_primero)

R2_primero = 1 - (np.sum((concentracion_primero - y pred_primero) ** 2) /
np.sum( (concentracion_primero - np.mean(concentracion_primero)) ** 2))

plt.figure(figsize=(12, 6))

plt.subplot(1l, 2, 1)

plt.scatter(tiempo_primero, concentracion_primero, label='Datos 1-6',
color="blue")

plt.plot(tiempo_primero, pendiente_primero * tiempo_primero +
intercepto_primero, label='Regresion 1', color='red')
plt.title('Aproximacién al flujo de los primeros 6 datos')
plt.xlabel('Tiempo (horas)")

plt.ylabel('Concentracion')

plt.legend()

plt.grid(

print("Aproximacién 1 - Primeros 6 datos:")

print(f"Flujo total del sistema: {flujo_primero}")
print(f"Coeficientes de permeacién para cada concentracion:
constante_permeacion primero}")

print(f"Coeficiente de determinacién (R”2): {R2_primero}\n")

tiempo_segundo = tiempo[6:]
concentracion_segundo = concentracion[6:]

coeficientes_segundo = np.polyfit(tiempo_segundo, concentracion_segundo, 1)
pendiente_segundo, intercepto_segundo = coeficientes_ segundo

flujo_segundo = pendiente_segundo

constante_permeacion_segundo = []
for i in range(len(concentracion segundo)):




CO_segundo = concentracion_segundo[i]
constante_permeacion_segundo.append(pendiente_segundo / C@_segundo)

p_segundo = np.polyld(coeficientes segundo)

y_pred_segundo = p_segundo(tiempo_segundo)

R2_segundo = 1 - (np.sum((concentracion_segundo - y pred_segundo) ** 2) /
np.sum( (concentracion_segundo - np.mean(concentracion_segundo)) ** 2))

plt.subplot(1l, 2, 2)

plt.scatter(tiempo_segundo, concentracion_segundo, label='Datos 7-10°',
color="green")

plt.plot(tiempo_segundo, pendiente_segundo * tiempo_segundo +
intercepto_segundo, label='Regresion 2', color='orange')

plt.title( 'Aproximacién al flujo de los 4 datos restantes')
plt.xlabel('Tiempo (horas)"')

plt.ylabel('Concentracion')

plt.legend()

plt.grid(

print("Aproximacién 2 - 4 datos restantes:")

print(f"Flujo total del sistema: {flujo_segundo}")
print(f"Coeficientes de permeacidn para cada concentracion:
constante_permeacion_segundo}")

print(f"Coeficiente de determinacién (R”2): {R2_segundo}\n")

plt.tight_layout()
plt.show()
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