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A pesar de los avances en el desarrollo de terapias con &cido ribonucleico (ARN), el principal
problema sigue siendo la falta de capacidad traslacional, limitado por falta de formas
farmacéuticas que permitan la liberacion del material genético en el sitio blanco, por lo que

hay un arduo trabajo de investigacion y desarrollo de sistemas de liberacion.

El desarrollo de nanoparticulas como sistemas de transporte y liberaciéon, tiene potenciales
aplicaciones debido a su estructura y propiedades; ademas de ser una opcion de terapia que
reduce el riesgo de reacciones inmunogénicas, menores efectos adversos, menos invasivos y
mas eficaces. El uso de sistemas nanoparticulados en el disefio de formas farmacéuticas ha
permitido el transporte y entrega de &cidos nucleicos para el desarrollo de farmacos utilizados

en terapia génica.

En la presente investigacion, se disefid, desarrolld y evalud un sistema nanoparticulado de
SsiRNA en una formulacion farmacéutica con el fin de obtener una opcion viable de

tratamiento de enfermedades cronico-degenerativas.

Se prepar6 la formulacion con sistemas auto-nanoemulsificantes de liberacion de farmacos
(SNEDDS), a partir de una formulacion previamente establecida para transportar ARN. Se
realizd un cribado de excipientes para la formulacion de la forma farmacéutica mediante
revision bibliografica, considerando principalmente que estos excipientes estuvieran
reportados en formas farmacéuticas orales y que fueran capaces de brindar estabilidad a los
SNEDDS. Las concentraciones se determinaron mediante un disefio factorial y pruebas de
termoestabilidad. Finalmente, se selecciond6 como forma farmacéutica una capsula de
gelatina blanda. Se realizaron pruebas de estabilidad y caracterizacién fisicoquimica y se

evalud la liberacion de ARN mediante pruebas de disolucion y electroforesis en gel.

En este estudio se formulé una capsula de gelatina blanda como forma farmacéutica de
liberacion oral, capaz de transportar ARN incorporado en un sistema nanoestructurado
(SNEDDS) que permitio una liberacion modificada del ARN. Se demostro que puede
mantener la estabilidad de la molécula a traves de cambios de pH intestinales. Si bien en este
estudio no fue posible determinar la cinética de liberacion del ARN, se demostrd que la
formulaciéon brinda estabilidad a los SNEDDS durante el transporte en el tracto

gastrointestinal.
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2. MARCO TEORICO



Facultad de Quimica UAEMex Edith Bello Robles

2.1 Avances en la terapia mediante silenciamiento génico y siRNA.

La terapia génica es el tratamiento de una enfermedad mediante la modificaciéon de la
informacidn genética en una célula para modificar o sustituir un gen defectuoso (Laffon-Lage
et al., 2015). El uso de la terapia génica ha mejorado debido a la capacidad para generar
correccion de mutaciones mediante el silenciamiento o expresion de genes especificos a nivel
de ARN o algunas proteinas; entre otros mecanismos (Amreddy et al., 2018; Cullis & Hope,
2017; Paunovska et al., 2022).

Algunas de las enfermedades que ya se han reportado en estudios mediante mecanismos de
silenciamiento como opciones de terapia son la hepatitis B, cancer de prostata, higado o
mama, fibrosis, enfermedades gastrointestinales (Amreddy et al., 2018; Chow et al., 2020;
Mitchell et al., 2021; Tian et al., 2021; van den Berg et al., 2020; Wen et al., 2019).

El proceso de silenciamiento inicia mediante el &cido ribonucleico de interferencia (ARNI),
que regula la expresion de genes mediante fragmentos cortos de ARN en las células (Cullis
& Hope, 2017; Laffon-Lage et al., 2015). EI ARNI, es un mecanismo natural que regula la
expresion de genes mediante estructuras de ARN no codificante (ARNNc). Entre estas
estructuras se encuentra el Acido ribonucleico pequefio de interferencia (sSiRNA) y el micro-
ARN (miRNA) (Buduru et al., 2018). EI siRNA es un fragmento de ARN de doble cadena
gue contiene una secuencia especifica para la degradacion de su ARNm homologo. Esta
formado por 19 a 23 pares de nucleétidos (Mitchell et al., 2021; Paunovska et al., 2022).
Degradan cadenas de ARNm con secuencias complementarias para después interferir en la
expresion del gen para el que codifica (Tian et al., 2021).

Los siRNA pueden insertarse por procesos quimicos en la célula mediante sistemas de
transporte (virales o no virales); o bien, formarse mediante la actividad de la proteina DICER,
que actia como helicasa para romper la cadena precursora de un ARN de doble cadena
(ARNdc); formando un fragmento de 23 a 25 nucledétidos. Este fragmento se conoce como
miRNA, y una vez que se ha formado se adhiere a la proteina argonauta (AGO2) para iniciar

la formacion del complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC). La AGO2 degrada
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la hebra pasajera del miRNA o siRNA, y el RISC queda activado por la hebra antisentido.
Asi, el ARNm se une a la secuencia complementaria del sSiRNA que est unido al RISC para
ser inactivado por la AGO2 e inhibir el proceso de traslacion (lwakawa & Tomari, 2022;
Tian et al., 2021). En la figura 1 se observa una representacion grafica del proceso de

silenciamiento génico.

— < . siRNA duplex
+ —> 'HIITI'T’I'TTT’I’T’I’TT'TTT

+

RISC
—— +— siRNA /

Silenciamiento

Figura 1. RISC. Mecanismo de silenciamiento genico.

El descubrimiento del siRNA permitid el desarrollo de nuevos enfoques para la inhibicion de
la expresion de diversos genes y con ello, desarrollar nuevas formas farmacéuticas para el
tratamiento de enfermedades genéticas o0 poco comunes (Massy & Drueke, 2022). El uso de
SiRNA resulta ideal para el tratamiento de una infeccion viral, debido a que pueden
desarrollarse en un periodo corto de tiempo para virus que han sido recién aislados, y asi

evitar mutaciones una vez que se alojan en los hospederos (J. Blake et al., 2012).

El uso de siRNA y miRNA ha demostrado una eficaz inhibicion de la replicacion viral de
diferentes subtipos del virus de inmunodeficiencia humana (VIH). EI ARNi podria evitar la
resistencia que presenta el genoma mutante del VIH a casi todos los agentes antivirales de
los medicamentos (Kravatsky et al., 2016). Otra aplicacion de tratamientos con ARNi son las
infecciones virales de hepatitis. Se ha demostrado que el ARNi es capaz de reducir la carga
viral mediante la degradacion del ARN viral, evitando la expresion de las proteinas del virus.
El ARNI puede estimular una fuerte respuesta inmune la cual puede ampliar la respuesta al
tratamiento (Gane, 2017).
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En algunos estudios se ha identificado que el uso de ARNi reduce la expresion de genes
mutantes en enfermedades neurodegenerativas y trastornos de duplicacion de poliglutamina.
En ataxia espinocerebelosa tipo I (SCA 1), los genes mutados de ataxina-1 promueven la
disfuncion cerebral y la muerte celular en algunas zonas del cerebelo y el tronco cerebral
(Tian et al., 2021).

Recientemente se han sintetizado las vacunas para el tratamiento de infecciones producidas
por SARS-CoV-2, mediante la incorporacion de ARNm en nanoparticulas lipidicas. El
desarrollo de estas vacunas de administracion intramuscular permitié de manera exitosa el
silenciamiento de la glicoproteina S del virus al incorporar ARNm modificado; con lo cual
se logra el transporte de gran cantidad de antigeno en las células inmunitarias para producir

anticuerpos contra el virus (Mazayen et al., 2022).

2.2 Sistemas de liberacion y entrega de &cidos nucleicos.

Los virus han sido utilizados como vehiculos de transporte de ARN, ya que tienen la
capacidad de transportarse de una célula a otra para replicarse, teniendo algunos de ellos
mecanismos especificos y selectivos para el reconocimiento celular y la insercién del
material nuclear, algunas metodologias incluyen retrovirus, lentivirus y adenovirus
(Amreddy et al., 2018; Chow et al., 2020; Cullis & Hope, 2017). Los lentivirus se han
utilizado como vectores para tratamientos en enfermedades como Parkinson, Alzheimer y
enfermedad de Huntington, ya que presentan una afinidad alta hacia las células del sistema
nervioso (Lee et al., 2017). Por otra parte, los adenovirus se han estudiado en el tratamiento

de enfermedades como la hemofilia B y fibrosis quistica (Lee et al., 2017).

Debido a la toxicidad que pueden llegar a presentar los virus como vectores, algunos estudios
en enfermedades pulmonares han reportado sistemas hibridos en los que se combinan
polimeros o péptidos mediados por virus, los cuales han mostrado una alta capacidad de
expresion de acido ribonucleico mensajero (ARNmM) con una toxicidad poco significativa
(Chow et al., 2020).
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Un estudio realizado por Wang, D. y colaboradores confirmd que un sistema compuesto de
nanoparticulas de silica mesoporosa y polietilenglicol para transportar sSiRNA-MDR1 con
doxorrubicina es capaz de reducir significativamente la expresion del gen MDR1; con lo cual

se indujo apoptosis celular y se redujo el tamafio del tumor (D. Wang et al., 2017).

2.3 Sistemas particulados de transporte.

Las nanoparticulas son un medio eficiente para el transporte y liberacion de farmacos, ya que
brindan estabilidad a las moléculas, mayor dispersabilidad en agua, mejoran la captacion

celular del farmaco y lo protegen de la degradacion enzimatica (Mitchell et al., 2021).

Los sistemas nanoparticulados pueden ser utilizados como adyuvantes en los tratamientos
contra el cancer por su capacidad para mejorar la respuesta inmune ante células tumorales
(Wen et al., 2019). Se usan también en la fabricacion de vacunas como portadores de
antigenos o adyuvantes para mejorar la respuesta inmune contra el cancer (Wen et al., 2019).
Algunos estudios también han recurrido al uso de micelas en la sintesis de nanoparticulas, ya
que permite una mayor permeabilidad en los tejidos (Mitchell et al., 2021). En la tabla 1 se
muestran algunas estructuras nanoparticuladas que han sido implementadas para el transporte

y liberacion de &cidos nucleicos.

Tabla 1. Nanoacarreadores de ARN.

Nanoparticula Propiedades Aplicaciones Ref.
_ N (Amreddy et al.,
Mejoran la estabilidad de la 2018: Cullis &

molécula. Aumentan la

H 2017; Kim
capacidad de atravesar la ope, 2017; Ki

Oncoterapia.

Nanoparticulas
lipidicas (LNP)

membrana celular. Mejoran la
farmacocinética. Los liposomas
cationicos  pueden  formar
complejos con siRNA.

Disefio de farmacos
a partir de 4acidos
nucleicos.

etal., 2019; Liu et
al., 2020; M. M.
Zhang et al., 2021;
Zhongji Meng,
2017)

Conductividad eléctrica Unica,

Encapsulacion  y

(Joudeh & Linke,

Nanotubos de aflr_udad_ electronlca,_ alta agmlnlstraC|on de 2022: Kofoed
carbono r(’eS|sFenC|a oy prople,d_ades farma_co§ e Andersen et al
térmicas y Opticas especificas. | ingenieria de S "
Biocompatibilidad. tejidos. 2021; Li & Al-
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Acarreadores  de Jamal, 2021;
SIRNA. Mazayen et al.,
2022)
Agentes
Son multi ramificados y se ;er:r?tr:;stlcos, de
pueden controlar en cuanto a g . (Mazayen et al.,
. ™ . transfeccion. g
Dendrimeros forma y superficie quimica. 2022; Mitchell et al.,
. M L Transporte de
Mejoran la biodisponibilidad y scidos  nucleicos 2021)
el transporte en la mucosa. S '
Fabricacion de
vacunas.
Emplean polimeros sintéticos o | Nanotransportadore
naturales. Tienen la capacidad | s utilizados para
de interactuar | entrega de siRNA. (Amreddy et al.,

Biopolimeros

electrostaticamente para formar
las nanoparticulas.
Capacidad de encapsular genes,

Forman complejos
con siRNA y lo
protegen debido a

2018; Mazayen et
al., 2022; Mitchell et
al., 2021; Morales-

particulas pequefias y péptidos. | que pueden | Becerril et al., 2022)
Son biocompatibles y de facil | modificar sus
formulacion. propiedades.
Tamafio <10 nm. Capacidad
para penetrar la célula. Alta Coniugadas  con (Amreddy et al.,
eficiencia en la captacion otroé golimeros . 2018; Joudeh &
Nanoparticulas celular, estables en circulacion em Iezfn como Linke, 2022;
dp sanguinea. Tienen propiedades | . P Mitchell et al.,
€ oro eléctricas, magnéticas y Opticas sistemas de 2021: Moral
P y liberacion de » Viorales-
especificas. SIRNA Becerril et al.,
S_on plodegradables y ' 2022)
biocompatibles.
Compuestas  de  particulas
. metalicas. Propiedades (Mitchell et al.,
Nanoparticulas o . Nanoacarreadores ,
inoraanicas magnéticas,  electronicas vy de SIRNA 2021; Morales-
g Opticas. Mejoran la ' Becerril et al., 2022)
biocompatibilidad.
Son nanoacarreadores
compuestos de una fase acuosa,
fase lipidica yun surfactante que _ 3 (Ghezzi et al., 2021:
. se caracterizan por tener | Liberacion de ;
Micelas ~ - . Morales-Becerril et
tamanos muy pequenos. | SIRNA.

Mejoran la solubilidad de los
farmacos y la permeabilidad de
la membrana.

al., 2022)

Ademas, se han desarrollado algunos farmacos en conjunto con estas tecnologias, los cuales

se describen en la tabla 2:
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Tabla 2. Farmacos aprobados por la FDA basados en nanoacarreadores

. . . .. . Afo de
Medicamento Activo Nanosistema | Padecimiento Laboratorio aprobacion
Hierro Nanoparticul Anemia
INFeD Dextran as " -~ Allergan 1992
. - erropénica
inorgénicas
Pegaspargasa | Nanoparticul Leucemia Enzon
Oncaspar as linfoblastica Pharmaceutic 1994
poliméricas aguda als
Doxorrubicin Sarcoma de
Doxil a Nan_oga(tlcul Kapo_S|, cancer de Janssen 1995
as lipidicas. | ovario, mieloma
multiple
Acetato de | Nanoparticul Esclerosis
Copaxone Glatiramer as A Teva 1996
L multiple
poliméricas
Citarabina . Meningitis .
DepoCyt Liposomas Linfomatosa Sigma-Tau 1996
Denileucina | Nanoparticul Linfoma de
Ontak diftitox as basadas en ) Eisai Inc 1999
; Células T
proteinas
Gluconato . Deficiencia de
. férrico de Nanoparticul hierro en .
Ferrlecit ; as Sanofi 1999
sodio . Q- enfermedad renal
inorgéanicas .
cronica.
Sacarosa de . Deficiencia de
hierro Nanoparticul hierro en American
Venofer as 2000
inoraAnicas enfermedad renal Reagen
g cronica.
Sevelamer | Nanoparticul
Renagel as Enfermgd_ad renal Sanofi 2000
L crénica
poliméricas
Rapamicina Wyeth
Rapamune Nanocristales | Inmunosupresor | Pharmaceutic 2000
als
Interferén Nanoparticul
Peglintron alfa-2b as Hepatitis C Merck 2001
poliméricas
Leuprorelina | Nanoparticul .
Eligard as Canper de Tolmar 2002
L prostata
poliméricas
Peginterfero | Nanoparticul s
Pegasys n alfa-22 as Hepatl'[lf:tlpo BY Genentech 2002
poliméricas
Ritalin LA Metlh;enldat Nanocristales TDAH Novartis 2002
Pegvisomant | Nanoparticul
Somavert as Acromegalia Pfizer 2003
poliméricas
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Estrasorb Estradiol Micelas Menopausia Spirit 2003
Pharma
Fosfato de | Nanoparticul Sustituto de
Vitoss calcio as de fosfato g . Stryker 2003
de calcio injerto 6seo
. P- fosfato . . . Heraeus
Ostim tricalcico Nanocristales Sustituto 6seo Kulzer 2004
Cancer de
Nanoparticul pulm()n’, _céncer
Abraxane Paclitaxel as rpetastasmp de Celgene 2005
oliméricas | Pancreas, cancer
P metastasico de
pecho.
. Nanoparticul
Invega Palmitato de . . Janssen
Sustenna paliperidona a8 Esquizofrenia Pharms 2009
poliméricas
. Nanoparticul
Nanotherm Oli'('ig?rge as Glioblastoma MagForce 2010
inorganicas
Leucemia
Margibo Vincristina Liposomas Linfobléstica Onco TCS 2012
aguda
. Nanoparticul .
. Interferén Esclerosis .
Plegridy as A Biogen 2014
beta-1b poliméricas maultiple
Factor VI .
Humano Nanoparticul
Adynovate recombinant as Hemofilia Takeda 2015
e pegilado poliméricas
Onivide Irinotecan Nangp,ar_tlcul Ca}ncer de Uvinova 2015
as lipidicas pancreas Pharma
Nanoparticul Amiloidosis Alnylam
Onpattro Patisiran as i F: dicas mediada por Pharmaceutic 2018
P ' transtirretina. S
BNT162b2 | Anti-S '\;?‘I‘I’Ff’%rltc';:' Covid-19 Pfizer 2020
Vacuna Nanoparticul .
MRNA-1273 MRNA-1273 as lipidicas Covid-19 Moderna 2020

Referencias:(Bobo et al., 2016; Mazayen et al., 2022; Mitchell et al., 2021; Rodriguez et al., 2022).

2.4 Sistemas autonanoemulsificantes de liberacion de farmacos (SNEDDS).

Los SNEDDS son mezclas isotrdpicas, termodinamicamente estables de sustancias lipidicas
gue contienen surfactantes y co-surfactantes con un tamario de aproximadamente 100 a 200
nm. Tienen la capacidad de autoemulsificarse (formar emulsiones por si mismas) originando

la formacion de micelas con tamafos de particula menores a 100 nm y se emplean en la
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formulacién de farmacos para mejorar su absorcién y biodisponibilidad (Park et al., 2022;
Singh, 2021; C.-Y. Wang et al., 2020). La formacion de micelas protege a la molécula
contenida en el interior del SNEDDS de procesos como hidrolisis u oxidacién producidas en
el tracto gastrointestinal (Nikam et al., 2024; Smith et al., 2018; C.-Y. Wang et al., 2020).
Son una alternativa para la administracion oral de nanoparticulas empleadas en afios recientes
debido a la alta biodisponibilidad que presentan (Knaub et al., 2019; Plaza-Oliver et al., 2021;
Singh, 2021; C.-Y. Wang et al., 2020). Mejoran la solubilidad de los farmacos en el medio
gastrointestinal por su baja energia libre superficial. Protegen a las moléculas del farmaco
durante el transporte reduciendo la actividad de eflujo. Presentan baja o nula toxicidad y
promueven la absorcion del farmaco a través de la célulay la linfa (Nikam et al., 2024; Smith
etal., 2018).

Farmaco Lipidos T
SNEDDS
0 I ‘
4 -

B

Co-solvente
Surfactante

' R Absorcion en mucosa
Exposicion a
fluidos gastricos

Circulacion sistémica

& Mucosa intestinal
«— /

Autoemulsificacion

Figura 2. Formacion de SNEDDS y proceso de absorcion.

Pueden dosificarse mediante capsulas por sus propiedades coloidales (Smith et al., 2018). Se
ha demostrado que las nanoemulsiones poseen caracteristicas muy favorables para la
administracion de farmacos orales, ya que aumentan la encapsulacion del farmaco, mejoran
la farmacocinética de este y promueven una mayor absorcion. Permiten utilizar dosis precisas

mas bajas del farmaco; lo cual, facilita la prediccion de la liberacion e incremento del efecto
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terapéutico (Nikam et al., 2024). Ademas, favorece a un mayor cumplimiento del tratamiento
por parte del paciente y al mismo tiempo se pueden reducir efectos adversos y los niveles de
toxicidad del farmaco (Chrastina et al., 2022; Nikam et al., 2024). En la figura 2 se muestra

una representacion de la formacion de SNEDDS.

2.5 Formas farmacéuticas de transporte y liberacion de ARN.

El avance del desarrollo de farmacos con nuevas tecnologias ha permitido la aprobacion de
algunos medicamentos que incluyen algun tipo de ARN en su formulacion (Amreddy et al.,
2018; Chow et al., 2020).

Recientemente la FDA aprobd la primera terapia con siRNA llamada ONPATTRO que
encapsula siRNA en sistemas nanoparticulados lipidicos y lo libera para la inhibicion de la
expresion de transtiretinas malignas o mutantes para tratar la amiloidosis (Adams et al., 2018;
H. Zhang et al., 2020; M. M. Zhang et al., 2021). En 2019, se aprobé otro farmaco de Alnylam
Pharmaceuticals, registrado como Givosiran. Este medicamento consiste en un complejo de
aminolevulinato sintasa-sSiRNA, que se encarga de liberar el siRNA en los hepatocitos y se
emplea en el tratamiento de porfiria hepatica aguda en adultos y en nifios mayores de 12 afios
(Scott, 2020; M. M. Zhang et al., 2021).

En 2020 Alnylam Pharmaceuticals obtuvo la aprobacién de la Unién Europea y de la FDA
de otro farmaco a base de siRNA, denominado Lumasiran (Scott & Keam, 2021; M. M.
Zhang et al., 2021). Se utiliza para el tratamiento de hiperoxaluria primaria tipo uno y se
administra por via subcutanea. Una vez liberado, el siRNA se dirige al ARNm del gen de
hidroxiacido oxidasa 1 para agotar la glicolato oxidasa y con ello inhibir la sintesis de
oxalato; que es un metabolito caracteristico de la hiperoxaluria (Massy & Drueke, 2022; Scott
& Keam, 2021). En diciembre de 2020 se aprobo el Inclisiran (Lamb, 2021), otro farmaco
con siRNA que reduce los niveles de colesterol conjugado con carbohidratos de N-
acetilgalactosamina (GalNAc) y fue sintetizado por Novartis. El Inclisiran inhibe la proteina
convertasa subtilisina/ kexina tipo 9 (PCSK?9), esto produce que el receptor de colesterol de
baja densidad (LDL-C) se reinserte con mayor frecuencia en la membrana plasmatica para

aumentar la union de LDL-C y asi, disminuyen los niveles en torrente sanguineo (Lamb,
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2021; M. M. Zhang et al., 2021). Se aprobd principalmente para el tratamiento de
hipercolesterolemia primaria o dislipidemia mixta en adultos (Athanasios Valavanidis &
Thomais Vlachogianni, 2016; Joudeh & Linke, 2022; Nikam et al., 2024). Finalmente, el
Vutrisiran es un siRNA desarrollado por Alnylam Pharmaceuticals dirigido al tratamiento de
amiloidosis tanto hereditaria como no hereditaria (Keam, 2022; Yadav et al., 2021; M. M.
Zhang et al., 2021). Es el farmaco més recientemente aprobado, en 2022 en Estados Unidos
(Keam, 2022).

Otro tipo de terapias farmaceuticas que podemos encontrar bajo estos principios son las
vacunas. El desarrollo mas reciente ha sido el tratamiento contra el virus SARS-CoV-2.
Mediante el registro de la estructura y secuencia del genoma del coronavirus, empresas como
Pfizer o Moderna lograron desarrollar vacunas a base de nanoparticulas. De manera general,
su mecanismo de accion depende de la incorporacion de ARNm modificado para codificar
la proteina S del virus por medio de nanoparticulas lipidicas (Mazayen et al., 2022); en la

tabla 3 se muestran algunos farmacos en fase tres de investigacion clinica.

Tabla 3. Farmacos con ARNi fase I11 de investigacion clinica.

Farmaco | Enfermedad Mecanl_s[n L Laboratorio Ref.
accion
Silenciamiento del (Moreno-
Sindrome de receptor TRPV1. Montafiés et al.,
Tivanisiran . Reduce el contenido | Sylentis S.A. 2018; M. M.
0jO seco .
celular de la proteina Zhang et al.,
TRPVL. 2021)
Inhibe los niveles de
factores de
antlc_oagulacmn 3 Alnylam
- Hemofilia A o mediante la _unlon_de Pharmaceuticals .
Fitusiran B ARNm a antitrombina. Sanofi (Pasi et al., 2021;
Una mayor produccion )C/Eenz me M. M. Zhang et
de trombina genera un y al., 2021)
equilibrio mayor de la
hemostasia.
Reduce la expresion de
Lactato deshidrogenasa Dicerna (M.all\/l.zzogalng et
Nedosiran Hiperoxaluria | mediante una . N )
. - Pharmaceutical.
conjugacion de GalNAc-
SiRNA.
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Inhibe la muerte celular
mediada por el gen p53, Quark (Thielmann et al.,
. Lesion renal dando oportunidad a la . 2021; M. M.
Teprasiran . ) Pharmaceuticals
aguda reparacion de las células & Novartis Zhang et al.,
lesionadas del tdbulo ' 2021)
renal.
Neuropatia
?spt&%iwica Inhibe la expresion de la (Gangopadhyay
: aue caspasa 2 para proteger | Quark & Gore, 2022;
Cosdosiran anterior no o g .
arteritica la pérdida de las células | Pharmaceuticals | M. M. Zhang et
(NAION) y ganglionares de la retina. al., 2021)
glaucoma.

En el tratamiento contra el virus de hepatitis también hay algunos farmacos en desarrollo a
base de siRNA, como el ARB-1467 y AB-729 desarrollados por Arbutus, ARO-HBV de
Arrowhead, ALN-HBV de Alnylam e IONIS-HBVRx de lonis (Cullis & Hope, 2017,

Soriano, n.d.).

Algunos otros farmacos que se basan en sistemas nanoestructurados; aungue no precisamente
en terapia con ARN, son el Doxil; que en 1995 la FDA aprobd y es uno de los medicamentos
que incluyen un sistema nanoparticulado de liberacién de doxorrubicina; una formula que
emplea un sistema de liberacién liposomal (Amreddy et al., 2018). EI Imatinib mesilato es
un farmaco sintetizado por Novartis (Massy & Drueke, 2022; Mazayen et al., 2022; Moreno-
Montafiés et al., 2018; Pasi et al., 2021; M. M. Zhang et al., 2021), se aprobd para el
tratamiento contra la leucemia mieloide cronica que expresan la proteina BCR-ALB del
cromosoma Filadelfia (Mitchell et al., 2021; Waller, 2018). El desarrollo del Paclitaxel a base
de dendrimeros, permite una mejor permeabilidad a través de las barreras celulares para la
terapia de algunos tipos de cancer (Athanasios Valavanidis & Thomais Vlachogianni, 2016).
Se han utilizado nanoparticulas de PLGA (acido polilactico glicélico) para el desarrollo de
sistemas de transporte de medicamentos anticancerigenos, como la doxorrubicina, 5-

fluorouracilo y nuevamente paclitaxel (Mazayen et al., 2022).
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2.6 Formas farmacéuticas orales.

Las formas farmacéuticas de administracion oral son las mas utilizadas; entre otras razones,
porgue son una via comoda para el paciente, diversos principios activos pueden formularse
bajo estas formas farmacéuticas y su fabricacion implica costos reducidos. La mayor
dificultad que enfrentan los farmacos orales respecto a su absorcion y estabilidad es el
entorno gastrointestinal (Debotton & Dahan, 2017; Rehman et al., 2020).

Las nanoemulsiones son una opcion para mejorar el transporte de los farmacos por el tracto
gastrointestinal, ya que brindan mayor estabilidad ante la presencia de algunas enzimas o
cambios de pH, mejoran la biodisponibilidad y absorcién del farmaco y también pueden
reducir su toxicidad (Rehman et al., 2020). En un estudio desarrollado por Yang y
colaboradores, 2020, se demostrd que la administracion oral de nanoparticulas de NP-PEG-
FA/17-AAG tuvo un efecto mayor en la reduccion de los sintomas de inflamacion causados
por colitis, en comparacion con un tratamiento administrado por via sistémica y con s6lo una

décima parte de la dosis (Yang et al., 2020).

Algunos de los farmacos orales que se han sometido a estudios de reformulaciéon en
nanoemulsiones son el paclitaxel que, como se mencioné anteriormente, se emplea en el
tratamiento de cancer y este tipo de formulacién brinda mayor biodisponibilidad, mejor
captacion celular y potencia la actividad antitumoral. También se ha desarrollado el
candesartan para el tratamiento de hipertension, ciclovirobuxina D para el tratamiento de
arritmias, etexilato de dabigatran para accidente cerebrovascular y tromboembolismo; los
cuales presentan un aumento de la biodisponibilidad bajo esta formulacion. Otros farmacos
que se han sometido a una reformulacion basada en el desarrollo de nanoemulsiones son la
aspirina, logrando mejorar su actividad antiinflamatoria y analgésica, la primaquina
(tratamiento contra la malaria), para reducir la dosis, y la insulina, buscando un tratamiento

menos invasivo y con el fin de mejorar su absorcion y eficacia (Rehman et al., 2020).
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2.6.1 Capsulas de gelatina blanda.

Son formas farmacéuticas sélidas de administracion oral, intravaginal o rectal, capaces de
contener formulaciones liquidas, solidas y semisolidas. Se componen de una cubierta de
gelatina o de materiales poliméricos con plastificantes y la parte interna de una mezcla del
farmaco y excipientes (Debotton & Dahan, 2017; Gullapalli & Mazzitelli, 2017; Koehl et al.,
2021). Se utilizan principalmente para formulaciones liquidas o semisolidas, es necesario
considerar para sus formulaciones la miscibilidad de los excipientes y evaluar la solubilidad
de estos (Debotton & Dahan, 2017; Koehl et al., 2021).

En la formulacion de una cépsula, es necesario considerar la compatibilidad de los
componentes de la cubierta con los excipientes de la formulacion (Koehl et al., 2021). En la
formulaciéon de la pared de la capsula se emplean plastificantes hidrofilicos ya que
promueven la retencién de humedad de la gelatina. Entre los plastificantes més utilizados se
encuentran el glicerol, manitol, sorbitol, propilenglicol y polietilenglicoles de bajo peso
molecular (Gullapalli & Mazzitelli, 2017).

2.6.2 Excipientes poliméricos.

El papel de los excipientes en las formas farmacéuticas es crucial, ya que se ha demostrado
que no solo funcionan como vectores de los principios activos, sino también intervienen en
el proceso de liberacion e incluso en la eficiencia terapéutica (Debotton & Dahan, 2017;

Rabasco Alvarez & Gonzélez Rodriguez, 2010).

La seleccion de excipientes se mueve en funcion de las propiedades del principio activo y de
las caracteristicas de liberacion deseadas. El uso de excipientes poliméricos permite
modificar los pardmetros farmacocinéticos de la molécula, ya que pueden aumentar la
solubilidad, viscosidad, biodegradabilidad y mucoadhesion entre otras. Este tipo de
excipientes funcionan como diluentes, disgregantes, aglutinantes y desintegrantes en una
formulacién de una forma farmacéutica oral. Pueden formar matrices poliméricas para lograr

una liberacion controlada de los farmacos (Debotton & Dahan, 2017).
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Se ha demostrado que los polimeros hidrofilicos pueden utilizarse en la formulacion de
formas farmacéuticas de liberacion controlada, pues las matrices que forman al hidratarse

evitan la liberacion inmediata del farmaco (Bermejo et al., 2020).

a. Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC).

La HPMC es un polimero de celulosa que se sintetiza a partir de celulosa alcalina al
reaccionar con oxido de propileno y clorometano. Mantiene soluciones estables en un rango
de pH de 3-11y dependiente de la concentracién, gelifica de 50 a 90 °C. En solucién acuosa
permite mantener estabilidad a largo plazo siendo resistentes a la accion de enzimas (Guarve
& Kriplani, 2021). Es estable en soluciones en un rango de pH de 3 -11. Las soluciones de
HPMC son resistentes a la degradacion enzimatica y a los cambios de temperatura,
manteniendo una transformacion gel/solucion en funcion de la disminucién o aumento de

temperatura; sin embargo, no son resistentes a agentes microbianos (R. Rowe, 2006).

Se utiliza como excipiente en formas farmacéuticas orales, oftdlmicas y tdpicas (R. Rowe,
2006). Se integra en el proceso de fabricacion de algunas capsulas de gelatina dura porque
acta como un polimero formador de pelicula gelificante (Gullapalli & Mazzitelli, 2017).
Puede ejercer diferentes funciones en la formulacion de tabletas y cépsulas; como
aglutinante, bomba osmotica, matriz hidrofilica o desintegrante (Debotton & Dahan, 2017).
La formacion de matrices en comprimidos permite la formulacion de formas farmacéuticas
de liberacion prolongada. Es un agente emulsionante, se utiliza en soluciones coloidales para

evitar la formacién de aglomerados (R. Rowe, 2006).

Se han desarrollado capsulas de HPMC que, en comparacion con las capsulas de gelatina
dura, tienen una mejor capacidad para contener formulaciones con mayores contenidos de
agua, ya que presentan una mayor resistencia al intercambio de agua con excipientes
hidrofilicos en la formulacion lo cual, a su vez permite la incorporacion de formulaciones de
caréacter lipidico (Koehl et al., 2021).
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b. Propilenglicol.

Es un excipiente polimérico con propiedades antimicrobianas, es miscible en agua y buen
estabilizador de vitaminas. Se utiliza en formas farmacéuticas orales como solvente o
cosolvente, como conservante en formulaciones liquidas o semisélidas; y en formas
farmacéuticas topicas como humectante y solvente o cosolvente. Se ha utilizado en cépsulas
masticables de gelatina blanda como vehiculo hidrofilico en la formulacion (ZHAO et al.,
2016). También se utiliza como desinfectante y plastificante y se considera un excipiente
menos toxico que otros glicoles. Se ha empleado tanto para formulaciones parenterales como
no parenterales. Es buen disolvente para moléculas como alcaloides, vitaminas, barbitdricos
y algunos anestésicos (R. Rowe, 2006). Es un buen vehiculo de emulsiones. Se absorbe
rapidamente en el tracto gastrointestinal y se metaboliza bien en el higado (ZHAO et al.,
2016) (R. Rowe, 2006; Zhou et al., 2021).

Presenta estabilidad a bajas temperaturas, mientras se encuentre en recipientes
herméticamente cerrados. A altas temperaturas puede oxidarse dando lugar a la formacién de
diferentes productos (R. Rowe, 2006).

c. Sorbitol.

El sorbitol es un alcohol de azlcar de 6 carbonos utilizado ampliamente como excipiente
farmacéutico. Es enmascarador de sabor, y en algunas formulaciones orales funciona como
endulzante para sustituir otro tipo de azlcares. Se incluye en algunas formulaciones
inyectables por via intramuscular y en formulaciones topicas funciona como humectante. Es
estable a temperaturas bajas y altas; y resistente a muchos microorganismos. Se considera
inerte respecto a otros excipientes y en solucién se puede almacenar en recipientes de
plastico, vidrio o aluminio. También es higroscopico, por lo que debe almacenarse en
recipientes herméticos (Dash et al., 2019; R. Rowe, 2006).

Se utiliza en tabletas como diluyente, como vehiculo en formulaciones liquidas vy

suspensiones. Se utiliza en la preparacion de jarabes para evitar la formacién de cristales
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alrededor de la tapa de los frascos. Actia como estabilizador de algunos farmacos como
vitaminas o antiacidos. Es un disolvente no i6nico que se utiliza como excipiente en la pared
de cépsulas de gelatina blanda; ya que promueve la formacion de estructuras helicoidales en
la gelatina y asi, mejora la estabilidad en la estructura de la capsula (Dash et al., 2019;
Gullapalli & Mazzitelli, 2017; R. Rowe, 2006).

2.7 Formas modificadas de liberacion.

La evolucion de las formas farmacéuticas tiene como objetivo principal mejorar la accion
terapéutica de los principios activos aumentando su potencia y especificidad para lograr
mejores tratamientos a las enfermedades (Rabasco Alvarez & Gonzalez Rodriguez, 2010).
Tanto la eleccion de la forma farmacéutica como de los excipientes de la formulacion pueden
determinar el proceso de LADME de un farmaco; asi, es posible generar diferentes opciones
en el desarrollo de farmacos para obtener una liberacion controlada (Debotton & Dahan,
2017; Rabasco Alvarez & Gonzalez Rodriguez, 2010; Roost et al., 2021). Entre las ventajas
que ofrecen los sistemas de liberacion controlada es que pueden formularse para liberar en
una seccion especifica del intestino. Esto a su vez permite que estas formulaciones se utilicen
ampliamente en el tratamiento de enfermedades cronicas en las que se requieren dosis

frecuentes (Bermejo et al., 2020).

En la formulacion de formas farmacéuticas de liberacion controlada se puede recurrir al uso
de excipientes poliméricos, ya que la formacion de matrices hace que el farmaco se difunda
en ellas durante el transporte (Debotton & Dahan, 2017).
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3. DISENO METODOLOGICO
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3.1 Justificacion.

El principal objetivo del desarrollo de formas farmacéuticas es mejorar parametros
farmacocinéticos y reducir la toxicidad o los efectos secundarios que estos puedan originar.
También es importante en la busqueda de nuevas terapias para enfermedades en las que los
tratamientos resultan invasivos o la eficacia no es suficiente para controlar o erradicar la

enfermedad.

El descubrimiento del ARN de interferencia permitié el disefio e implementacion de terapias
que puedan ser utilizadas para disminuir la sobreexpresién de diversos genes y con ello
desarrollar nuevas formas farmacéuticas para el tratamiento de enfermedades genéticas o
poco comunes. Sin embargo, las posibilidades que tienen los &cidos nucleicos de atravesar el
sistema gastrointestinal sin perder su estabilidad son nulas debido al pH y la presencia de

diversas enzimas y otros fluidos.

Se ha demostrado que los sistemas de liberacion a base de nanomateriales son capaces de
brindar mayor estabilidad al farmaco, protegiéndolo de fluidos o enzimas durante el

transporte de la molécula y brindar mayor biodisponibilidad.

El problema predominante de una forma farmacéutica es su capacidad de transporte y
liberacion controlada de biomoléculas. Es por ello que actualmente se recurre al uso de
nanoestructuras en el disefio de los farmacos, pues sus propiedades confieren estabilidad
durante su transporte y liberacion, y con esto aseguran la entrega de la molécula en su sitio

diana.

Para superar los problemas técnicos y biofarmacéuticos en la actividad de los farmacos a
base de &cidos nucleicos, como su estabilidad y baja biodisponibilidad, se han explorado
estrategias basadas en sistemas autonanoemulsificantes de liberacion de farmacos
(SNEDDS). Los SNEDDS son una nanoemulsion termodinamicamente estable de aceite en
agua (menor a 100 nm), los cuales han mejorado la solubilidad, estabilidad, tiempo de
residencia en fluidos gastrointestinales y permeabilidad pasiva de moléculas hidrofébicas,

péptidos y ADN/ARN. Sin embargo, se han desarrollado pocas formas farmacéuticas para la
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liberacion especifica de acidos nucleicos para su uso en terapia de primera linea, o adyuvante
en patologias como el cancer. Para aumentar la captacion/ retencion en regiones blanco, se
requiere de sistemas inteligentes que tengan ligandos con alta afinidad y reconocimiento
especifico de moléculas sobreexpresadas en las células de cancer. Los sistemas particulados
representan estrategias Utiles para estos fines, dado sus tamafios de particula, permeabilidad

y capacidad de funcionalizacion y modificaciones superficiales.

El presente proyecto se basa en el disefio y preparacion de una forma farmacéutica basada en
un sistema nanoestructurado para el transporte y liberacién de siRNA, con el fin de obtener
una opcion viable de tratamiento de enfermedades cronico-degenerativas, ademas de una

opcion tecnoldgica adecuada y funcional para el transporte de &cidos nucleicos.

22



Facultad de Quimica UAEMex Edith Bello Robles

3.2 Pregunta de investigacion.

¢Una forma farmacéutica de liberacion modificada sera capaz de transportar y liberar SiRNA
contenido en un sistema autonanoemulsificante de liberacion de farmacos, como alternativa

en el disefio de farmacos de la terapia génica?

3.3 Hipotesis.
La sintesis y preparacion de una forma farmacéutica para el transporte y liberacion de siRNA

basada en un sistema autonanoemulsificante de liberacion de farmacos es una alternativa Util

y viable en el disefio de nuevos medicamentos para terapia génica.

3.4 Objetivos.

Objetivo general.

Disefiar y caracterizar una forma farmacéutica para via oral basada en un sistema
autonanoemulsificante de liberacion de farmacos nanoestructurado para el transporte y
liberacion de siRNA.

Objetivos especificos.

a. Disefiar una formulacion oral que permita el transporte y liberacion in situ del sSiRNA.
Determinar las caracteristicas fisicoquimicas de la forma farmacéutica con siRNA
basada en una formulacion nanoestructurada.

Evaluar la estabilidad de la formulacion mediante pruebas fisicoquimicas.
d. Caracterizar el transporte y liberacion de siRNA desde la formulacion farmacéutica.
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Disefio y formulacion de la forma farmacéutica.

Se prepararon SNEDDS a partir de una formulacién previamente establecida con ARN para
determinar la eficiencia de carga (Morales-Becerril, 2022). Se realiz6 un cribado de
excipientes para la formulacion de la forma farmacéutica en el que se consideraron como

factores principales:

a) que estuvieran reportados en formas farmacéuticas orales,
b) que fueran compatibles con méas de una forma farmacéutica de administracion oral,
¢) que pudieran brindar estabilidad a los SNEDDS y

d) pudieran mantener la estabilidad de la molécula en diferentes valores de pH.

Se realiz6 un disefio factorial para determinar las concentraciones de los excipientes y se
sometieron 15 formulaciones al azar a evaluacién visual para determinar la estabilidad
coloidal. Se seleccionaron las formulaciones que fueron capaces de mantener soluciones
homogéneas y se sometieron a estudios de termoestabilidad evaluando principalmente la
estabilidad coloidal de la formulacion. Se seleccionaron cépsulas de gelatina blanda como
forma farmacéutica de esta formulacion. La pared de las capsulas esta formada de gelatina,
polietilenglicoles de bajo peso molecular y colorante. La composicion final de la formulacion
se determin6 mediante pruebas de estabilidad fisicoquimica después del llenado de capsulas.
Se realizo la caracterizacion fisicoquimica de las capsulas mediante medicion de tamafio de
particula, potencial Z, pH y conductividad. Se evalud la liberacion de ARN evaluando
cambios de pH similares a los encontrados en fluidos gastrointestinales. En la figura 3 se

observa un diagrama general del disefio metodoldgico.
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Preparacion de Determinacién de la Cribado de
SNEDDS cargados con eficiencia de carga excipientes
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Figura 3. Diagrama metodoldgico.

4.1 Preparacion de nucleos nanoparticulados.

La preparacion de los SNEDDS se baso en la formulacion previamente establecida por
Morales-Becerril A. (Morales-Becerril, 2022), utilizando como excipientes un cosolvente
(fosfatidilcolina), un surfactante (Cremophor RH40) y un compuesto lipidico (Labrafil). La

preparacion se realizd en las proporciones descritas a continuacion:

Se mezclé una alicuota de 20 pL de quitosano al 0.25 % en acido acético glacial al 1% con
80 pL de Phospholipon al 0.25 % en alcohol etilico y se agitd por 5 minutos en mezclador
vortex. Se adicionaron 148 pL de Labrafil y se agitd en vértex durante 5 minutos.
Posteriormente se agregaron 152 pL de Cremophor RH40 y se mezcld en vortex durante 5

minutos. Finalmente, esta mezcla se agrego gota a gota en agua destilada mediante agitacion
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constante. La cantidad de agua destilada se determino en funcion de las concentraciones de
SNEDDS inicialmente seleccionadas para probar los excipientes (40, 80 y 200 pL/mL); las
cuales fueron consideradas como variables independientes; el tamafio de particula, la
resistencia a la coalescencia de la formulacion y la termoestabilidad como variables
dependientes (la concentracion de los componentes se establecio con base en experimentos

previos del grupo de investigacion) (Morales-Becerril, 2022).

4.2 Obtencion del complejo Nanoparticula-siRNA.

Para la carga de SNEDDS con ARN se formo el poliplejo con quitosano al 0.25 % en &acido
acético 0.1 % mezclando en proporcion 1:1 con ARN suspendido en agua libre de ARNasa

como se indica a continuacion:

Se mezclaron 10 pL de quitosano con 10 puL de ARN a diferentes concentraciones (6.4, 10,
15, 20 y 25 ng/ pL). Se agitd la mezcla durante 5 minutos en un vortex y se colocd en un
mezclador oscilante a 125 rpm durante 30 minutos. Al terminar, se centrifugd la muestra a
1500 rpm y 4 °C durante 30 minutos. La muestra se dejo reposar durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Se continud la preparacion de los SNEDDS conforme a la preparacion
descrita en el punto 4.1 a partir de la adicion de Labrafil.

Para la determinacion de la eficiencia de carga se extrajo el ARN de los SNEDDS con el
método de TRIzol (Sambrook & Russell, 2001). Se realiz6 una curva de calibracién con
diluciones seriadas de ARN extraido de células T47D (linea celular de cancer de mama) en

agua libre de ARNasas en las siguientes concentraciones:
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1000pL 1000uL 1000pL 1000uL

700pL (:D 700pL @ 700pL :D 700pL @

1.03ng/uL 0.721ngfuL 0.505ng/uL 0.353ng/uL 0.247ngfuL

Figura 4. Preparacion de curva de calibracion de ARN para determinacion de la eficiencia de
carga.

Se realizd la cuantificacion por espectrofotometria de fluorescencia considerando una

longitud de onda de excitacion 495 nm y una longitud de onda de emision 500 nm.

4.3 Seleccidn de excipientes de formulacion para la forma farmacéutica.

Se realiz6 un cribado de excipientes mediante revision bibliogréafica, seleccionando como
base de la formulacion algunos polimeros para brindar estabilidad coloidal a la suspension
de nanoparticulas y considerando como caracteristicas principales excipientes que se han
utilizado en formas farmacéuticas orales, de liberacion controlada. Con lo anteriormente
descrito, los excipientes seleccionados fueron Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC),

propilenglicol y sorbitol.
Se determinaron las concentraciones de los excipientes con base en las cantidades reportadas

en formulaciones aprobadas (PLM, 2023a, 2023b, 2023c). El ajuste de las concentraciones

se puede ver en la tabla 4:
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Tabla 4. Concentraciones iniciales de excipientes para la formulacion.

Edith Bello Robles

HPMC (mg/mL) SNEDDS (puL/mL)
a 36
by 36 40
c) 0.36
a) 36
b) 3.6 80
c) 0.36
a 36
by 36 200
c) 0.36
Propilenglicol (mg/mL) SNEDDS (uL/mL)
a) 72
by 7.2 40
c) 0.72
a) 72
by 7.2 80
c) 072
a) 72
by 7.2 200
c) 0.72
Sorbitol (mg/mL) SNEDDS (uL/mL)
a) 186.5
b) 18.65 40
c) 1.865
a) 186.5
b) 18.65 80
c) 1.865
a) 186.5
b) 18.65 200
c) 1.865

La afinidad de los excipientes se evalu6 mediante la estabilidad termodinamica de la

suspension mediante ciclos de calentamiento/enfriamiento y congelacion/descongelacion

(Morales-Becerril, 2022). Se midio la resistencia a la coalescencia por espectrofotometria

UV-Vis y se evalud la apariencia de la suspensién contrastando contra la apariencia de

blancos de SNEDDS.
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4.4 Optimizacion de la formulacion.

Se elabord un disefio de mezclas D-optimal utilizando el software Design-Expert 11, para
determinar las concentraciones Optimas de cada excipiente. Se tomaron como variables
independientes los excipientes y sus concentraciones, y como variables dependientes el
tamarfio de particula; y la capacidad de preservar el carcter disperso de la nanoformulacion.

Se seleccionaron algunas formulaciones al azar de cada disefio factorial y se prepararon con
SNEDDS sin carga de ARN para evaluar la estabilidad fisicoquimica de los sistemas
particulados con cada excipiente. En la tabla 5 se muestra la composicién de las

formulaciones.

Tabla 5. Seleccién de formulaciones para evaluacion de apariencia (72 h; t.a.)

Formulacion SNEDDS | HPMC | Propilenglicol | Sorbitol al 70% | Volumen de
(uL/mL) | (mg/mL) (uL/mL) (uL/mL) agua (mL)

FH2 120 9.27 - - 880
FH3 40 36 - - 960
FH6 200 0.36 - - 800
FH9 80 18.18 - 920
FP2 40 - 72 - 888
FP4 120 - 36.36 - 843.64
FP6 120 - 18.54 - 861.46
FP8 160 - 36.36 - 803.64
FP10 200 - 72 - 728
FP11 80 - 36.36 - 883.64
FS1 120 - - 134.54 745.46
FS6 40 - - 2.66 957.34
FS7 200 - - 2.66 797.34
FS8 120 - - 68.6 811.4
FS9 160 - - 134.54 705.46

FH: Formulaciones con HPMC, FP: formulaciones con propilenglicol, FS: formulaciones con

sorbitol.

Nota: Las preparaciones descritas en esta tabla se llevaron a un volumen final de 1 mL para

cada formulacion.
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Para la preparacion de las formulaciones con HPMC se calentd agua destilada a 80 °C
aproximadamente y se disolvio el HPMC correspondiente a cada muestra en el 50 % del agua
destilada establecida para cada formulacion (Guarve & Kriplani, 2021). De manera
independiente se sintetizaron los SNEDDS conforme a la preparacion descrita en el numeral
6.1 con el otro 50 % de agua destinado a la formulacién y finalmente se adicioné al HPMC

disuelto. Se mezclé con agitacion lenta durante 2 minutos.

Las formulaciones con sorbitol se realizaron con el excipiente al 70 %, por lo que para las
preparaciones se hizo un ajuste en la cantidad final a incorporar en la formulacién (Ver tabla
5). Para las formulaciones con propilenglicol y sorbitol, se prepararon los SNEDDS de
acuerdo con las proporciones indicadas en la tabla 5, en el total de agua destilada descrito
para cada formulacion y posterior a 5 minutos de agitacion se adicionaron los excipientes.

La agitacion se continu6 durante 2 minutos mas.

Las muestras se mantuvieron en incubacién durante 72 horas a temperatura ambiente (t.a.) y
se evalud la apariencia para seleccionar las formulaciones que se sometieron a ciclos de

termoestabilidad.

Las formulaciones que se mostraron estables se prepararon nuevamente por duplicado a un
volumen total de 1 mL. Los ciclos de temperatura fueron: a) 24 ha 45 °C/ 24 ha4 °C,y b)
24 ha-20 °C/ 24 h a 25 °C, cada ciclo durante 6 dias. Se prepar6 una muestra de SNEDDS
como blanco de acuerdo con la concentracion de la formulacion respectiva a comparar; un
blanco para cada ciclo de temperatura. Se evalu6 la apariencia de las muestras cada 24 h, se
tomaron muestras de 10 pL de cada una para hacer diluciones 1:10 y evaluar las muestras
por espectrofotometria de luz UV-Vis. Se selecciond una longitud de onda de 400 nm para
evaluar estabilidad coloidal, debido a que todos los componentes del sistema se encuentran
en un rango de 100 a 300 nm, incluyendo los excipientes a probar. Se determind la capacidad

para mantener la estabilidad coloidal mediante el calculo de la desviacidn estandar.
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4.5 Formulacion de la forma farmacéutica.

Derivado del estudio de termoestabilidad, se determinaron las proporciones de los
excipientes de la formulacion, utilizando como excipientes sorbitol (52.8 % en la
formulacién) y propilenglicol (7.2 %). Las concentraciones para la formulacion final se
ajustaron conforme a las pruebas de estabilidad fisica de la capsula. Para ello se preparo6 la
formulacién como se indica en el punto 4.1 hasta la adicion del Cremophor (formacion del
poliplejo) en proporcién a un volumen final de 200 pL. La mezcla se agrego gota a gota a
200 pL de buffer de fosfatos 20 mM pH 7.4 (se utiliz6 el buffer como fase acuosa para
mantener el pH de la formulacion en un rango de 7). Se agregaron 528 pL de sorbitol
mediante agitacion constante durante 1 minuto y se adicionaron 7.2 pL de propilenglicol. Se
mantuvo la agitacion durante 1 minuto mas y con esta formulacion se realizé el llenado de
las cépsulas por inyeccion y una vez selladas se evalué la estabilidad fisica de estas. Las
capsulas se mantuvieron en incubacién a temperatura ambiente en periodos de 24 horas y 30
dias, y se evaluo el aspecto de la capsula. Se midio la conductividad, pH y absorbancia y se
utilizé una cépsula placebo vacia y una capsula rellena sélo con agua. De cada capsula se
tomaron pequefios cortes de la pared y se analizd la textura de las capsulas en un microscopio

estereoscopico.

4.5.1 Caracterizacion Fisicoquimica.

Una vez definida la formulacion con los excipientes, se realizd el llenado de cépsulas de
gelatina blanda (placebo de gelatina y polietilenglicol) para evaluar la capsula y realizar la
caracterizacion. Despueés de la evaluacion de la estabilidad de las capsulas, se inyectaron

otras mas con la formulacién preparada con siRNA para la evaluacién de la liberacion.

Se realiz6 la medicion de pH, conductividad eléctrica y medicion de la absorbancia por
espectrofotometria de luz UV-Vis a una longitud de onda de 400 nm para evaluar la
estabilidad coloidal comparando los datos obtenidos con los resultados de absorbancia de las
pruebas preliminares de formulacion. Se realizo la evaluacion del tamario hidrodinamico de

la forma farmacéutica, en comparacién con el sistema nanoparticulado NP“s-siRNA-

32



Facultad de Quimica UAEMex Edith Bello Robles

SNEDDS por DLS (dispersion de luz dinamica). La evaluacion de la estabilidad de la
molécula se realizé por medio de la determinacion de potencial Z.

4.5.2 Evaluacion de transporte y liberacion.

Se preparé la formulacion final incorporando ARN extraido de células T47d, unido al
fluorocromo DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) en los SNEDDS, a partir de un estandar de
ARN con una concentracion de 1260.217 ng/pL. Considerando una proporcion para la
preparacion de 300 pL del lipoplejo, se tomaron 1.8 pL del estandar y se mezclaron con 5.7
uL de Buffer de ensayo DAPI y 7.5 pL de quitosano al 0.25 % en &cido acético al 1 %. La

preparacion se continué como se indica en el numeral 4.1.

El Buffer de ensayo DAPI se preparo a partir de un Buffer de NaCl 10 mM: EDTA 10 mM:
Tris 10 mM, pH 7.0. Se diluy6 Reactivo DAPI 1 mg/mL en el Buffer antes mencionado para
obtener una concentracion final de 0.1 mg/mL de DAPI (Thermo Scientific, 2023). El buffer

de ensayo se conservé en refrigeracion (4 °C) protegido de la luz.

Se evaluo la liberacion de ARN con una prueba de disolucion de las capsulas de acuerdo con
los métodos MGA 0291 Disolucion y MGA 0521 Liberacién controlada de la Farmacopea
de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM) (Secretaria de Salud, 2021). Se utilizd6 como
medio de disolucion acido clorhidrico 0.1 N, pH 1.2 y solucién amortiguadora de fosfato
tribasico de sodio 0.2 M; pH 7.4, que fueron filtrados inmediatamente al vacio mediante un
filtro de 45 um y desgasificados mediante calentamiento a 45 °C por sonicacion (Secretaria
de Salud, 2018). La prueba se ejecuto en un disolutor Erweka 600. Cada vaso fue llenado con
550 mL de medio de acido clorhidrico 0.1 M previamente llevado a 37 °C y desgasificado
por sonicacion. Se coloco en cada canastilla una capsula (n=5); la prueba se realizo a una
temperatura de 37 °C y velocidad de 100 rpm. Se tomé la primera muestra mediante una
alicuota de 2 mL de medio después de 1.5 h, a partir de este punto se tomaron muestras cada
0.5 h hasta un tiempo total de la prueba equivalente a 3 h (total de muestras: 4). Se continu6
en medio acido 0.5 h mas y se tomd una segunda muestra. En seguida se adicionaron 200 mL
de Buffer de fosfatos 0.2 M a pH 7.4, y 50 mL de NaOH 1 M para ajustar el pH a 6.8

aproximadamente y se continud la prueba durante una hora mas.
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Las muestras se analizaron por espectrofotometria de fluorescencia a una longitud de
excitacion de 341 nm y longitud de emision de 452 nm. Se tomaron 100 pL para realizar
diluciones 1:2 y se compararon con una curva de ARN preparada con agua libre de ARNasa
y utilizando DAPI 1 mg/mL. La curva se prepar0 por diluciones seriadas a partir de un
estdndar de ARN con una concentracion de 1260.217 ng/pL. Se tomaron 1.2 uL y se
diluyeron en 100 puL de agua libre de ARNasa. Se adicionaron 1398.8 pL de Buffer de ensayo
DAPI para llegar a un volumen total de 1500 pL y obtener una concentracion de 1 ng/pL. La
solucion se agitdé durante 2 minutos en un mezclador vortex. A partir de este punto se
prepararon los siguientes puntos de la curva como se muestra en la figura 5. Se tomaron 100

pL de cada punto y se diluyeron en proporcién 1:1 con agua libre de ARNasa.

1000pL 1000pL 1000pL 1000pL

TN TN TN Y

500pL @ 500pL 500pL @ 500pL @

%

1.0ng/pL 0.5ng,/pL 0.25ng/pL 0.125ng/pL 0.0625ng/pL

Figura 5. Preparacion de la curva de calibracion de ARN para analisis de liberacion.

Se realiz6 un ensayo de electroforesis en gel de agarosa al 1 %, para lo cual se emplearon 6
capsulas que fueron procesadas en un perfil de disolucion con las caracteristicas de la
metodologia antes descrita. Se utilizaron las muestras tomadas de los tiempos 2 (2 h) y 4 (3
h) para confirmar la presencia de ARN. Para ello se tomaron 500 pL de cada muestra y se
afiadieron 1000 pL de agua destilada a cada una. Se midio el pH de las muestras y se ajusto
a pH 10. Las muestras se concentraron por evaporacion y se reconstituyeron a 50 pL con
agua destilada. Se tomaron 15 pL de muestra mezclados con 15 pL de Buffer de corrida (6X
TriTrack DNA Loading Dye; Thermo Scientific, preparado a 1X con agua libre de ARNasa)
y se colocaron 20 pL de cada muestra en los pozos de corrida. Como controles se utilizo
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siRNA Cy3 (C= 60 ng/uL), ARN extraido de células T47d, incorporado en la formulacion
farmacéutica extraido por centrifugacién (3000 rpm, 30 min, 4 °C). Se utilizd6 TAE 1x como

Buffer de corrida, las muestras se colocaron en el gel como se muestra en la figura 6:

I N N Y Y N ([ - .
1 2 24 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 Condiciones de corrida:

Voltaje:120 Volts
Energia de corriente: 80 mAh
Tiempo: 15 minutos

Figura 6. Esquema de electroforesis.
Las muestras se colocaron en las siguientes posiciones: 1: siRNA Cy3, 2: ARN FF, 3: C1IM2,
4:C2M2, 5: C3M2, 6:C4M2, 7: C5M2, 8:C6M2, 9:C1M4, 10:C2M4, 11:C3M4, 12:C4M4, 13:
C5M4, 14:C6M4

4.6 Analisis estadistico.

Los resultados se reportaron como media = desviacion estandar (DE). Las diferencias
significativas entre grupos se determinaron y evaluaron mediante pruebas de ANOVA y
analisis de medias. Se utiliz6 el Software OriginLab para el analisis matematico de los datos.

35



Facultad de Quimica UAEMex Edith Bello Robles

5. RESULTADOS Y
DISCUSION
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5.1 Preparacion de nucleos particulados.

Las formas farmacéuticas orales ofrecen multiples ventajas en la administracion de
medicamentos, principalmente porque son mas comodas para el paciente y esto permite
completar los tratamientos terapéuticos con mayor eficiencia. Sin embargo, la formulacion
de formas farmacéuticas de administracion oral se vuelve complicada para farmacos poco
solubles en agua. Para ello se ha recurrido a diferentes tipos de formulacion entre las cuales
destacan las que estan basadas en lipidos principalmente por mejorar la biodisponibilidad
(Koehl et al., 2021).

Los sistemas nanométricos son sistemas que brindan propiedades especificas en la
formulacién de formas farmacéuticas para su administracion, ya que se internalizan
facilmente en las células y facilitan el transporte de los farmacos (Rathod et al., 2022). A
diferencia de otros sistemas nanoparticulados como los liposomas, los SNEDDS confieren
una estabilidad mayor a moléculas que son poco solubles o presentan baja permeabilidad, lo

cual permite una mayor biodisponibilidad del farmaco (Nikam et al., 2024).

En el experimento que se realiz6 para la optimizacion de la formulacion se observaron
soluciones homogéneas de SNEDDS. La caracteristica principal del aspecto visual en las
soluciones fue que las mas concentradas se observaron mas blanquecinas que las menos
concentradas. Esto puede deberse a la naturaleza lipidica de las nanoparticulas y a la

concentracion del poliplejo en cada concentracion.

5.2 Obtencion del complejo Nanoparticula-siRNA.

En el desarrollo del proyecto se utilizd ARN para evitar problemas de manipulacion respecto
a un estandar de siRNA y por reduccion de costos en insumos. Para la determinacion de la
eficiencia de carga se tomaron los puntos 2, 4, 5y un punto cero (s6lo agua libre de ARNasas)
de las preparaciones por diluciones seriadas para realizar la curva de calibracion. Para
optimizar la cuantificacion de la carga maxima, se tomo la parte oleosa de la separacion de

fases en la extraccion con TRIzol para hacer una segunda separacién y asi tratar de recuperar
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todo el ARN posible. Se cuantifico el ARN de las muestras preparadas con las
concentraciones probadas, tanto en la fase acuosa como de la fase oleosa. La curva de
calibracién y los resultados de cuantificacion se muestran en la figura 7 y la tabla 6.

Curva de calibracion

—M— Fluorescencia
—— Linea de tendencia
340000 -
)
o)
.8 320000 -
o
c
(0]
Q
0
@
@)
= 300000 -
LL
280000 -

T T T T T T T 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
Concentracién (ng/ul)

Figura 7. Curva de calibracién de ARN. Determinacidn por espectrofotometria de fluorescencia.

Asi, las concentraciones de carga de las muestras se calcularon a partir de la siguiente

ecuacion:

_ y—284510.9
~ 80538.5

Se obtuvieron los siguientes resultados, con lo cual se determino que la eficiencia de carga

es de 1.14 ng/pL considerando el promedio de las cargas obtenidas para cada muestra.
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Tabla 6. Cuantificacion de ARN en SNEDDS para la determinacién de eficiencia de

carga
Fase acuosa Fase oleosa Carga total
Muestra** Fl* ARN Fl* ARN ARN
(ng/uL) (ng/uL) (ng/uL)
SNEDDS 6.4 | 315170 0.3807 313544 0.3605 0.7412
SNEDDS 10 393926 1.3585 318036 0.4163 1.7751
SNEDDS 15 327576 0.5347 332231 0.5925 1.1272
SNEDDS 20 316867 0.4017 314779 0.3758 0.7775
SNEDDS 25 343183 0.7285 329849 0.5629 1.2914
Promedio 1.1424
SD 0.4233
FI*: Intensidad de fluorescencia
**Unidad de carga de las muestras: ng/uL

5.3 Seleccidn de excipientes de formulacion para la forma farmaceéutica.

En la formulacion de formas farmacéuticas orales, una de las caracteristicas a considerar es
mejorar la solubilidad del farmaco, pues uno de los principales problemas que presentan
algunos farmacos es la baja solubilidad en fluidos gastrointestinales (Debotton & Dahan,
2017). Los surfactantes no idnicos se caracterizan por ser menos toxicos, ayudan a mantener
el pH fisiologico y son menos agresivos en las superficies celulares. Son capaces de llegar a
la membrana plasmatica. Se utilizan ampliamente como aditivos en formulaciones
farmacéuticas, mejoran la solubilidad de los farmacos y; por lo tanto, también la absorcion.
Promueven una mayor toxicidad en células cancerosas cuando son expuestas a farmacos
citotoxicos (Rathod et al., 2022).

En las figuras 8, 9 y 10 se muestran los resultados del disefio factorial de las formulaciones

para cada excipiente.
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IGN-EXPERT
=11

Factor 1 Factor 2 Response 1 Response 2
Std Group Run |a:Concentracion... | B:Concentracion.., Coalescencia | Termoestabilidad
ul/mL mg/mL . my nm
n 1 1 120 27.09
10 1 2 120 9.27
2 2 3 40 36
1 2 4 40 0.36
4 3 5 200 36
3 3 6 200 0.36
S 4 7 120 18,18
7 5 8 80 18.18
6 5 9 80 18.18
9 6 10 160 18,18
8! 6 n 160 18.18
Figura 8. Disefio optimizado de formulaciones de HPMC.
S
DESIGN-EXPERT
) =11
Factor 1 Factor 2 Response 1 Response 2
Std = Run A:Concentracion... B:Concentracion... Termoestabilidad  Coalescencia
| ulL/mL ut/mL ABS ‘ mv
1 1 40 0.72
i 3 2 40 72
2 3 200 0.72
10 < 120 36.36
1" 5 120 36.36
] 7 6 120 18.54
! 12 7 120 36.36
6 8 160 36.36
8 9 120 54.18
4 10 200 72
) 5 1 80 36.36
Eii| 9 12 120 36.36

Figura 9. Disefio optimizado de formulaciones de propilenglicol.
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oA
" 4
DESIGN-EXPERT
11
Factor 1 Factor 2 Response 1 Response 2
Std = Run A:Concentracion...|B:Concentracidn..| Coalescencia | Termoestabilidad
uL/mL mg/mL mV ABS
E 1 120 84,1825
4 2 200 186.5
8 3 12 140.341
3 4 40 186.5
10 5 120 94,1825
1 6 40 1.865
2 7 200 1.865
7 8 120 48.0237
6 9 160 94.1825
5 10 80 94.1825

Figura 10. Disefio optimizado de formulaciones de sorbitol.

5.4 Optimizacion de la formulacion.

Una suspensién se mantiene estable cuando las fuerzas repulsivas entre moléculas impiden
la formacion de aglomerados. Esto se explica por efecto del movimiento browniano; las
particulas de un sistema coloidal estan expuestas a fuerzas de atraccion y repulsion, en el que
debe existir un equilibrio entre dichas fuerzas. Si las fuerzas de repulsion predominan las
particulas permanecen separadas; en tanto que, si dominan las fuerzas de atraccion, las
particulas empiezan a aglomerarse (Champagne et al., 2018; Matusiak & Grzadka, 2017). La
teoria de Derjaguin-Landau Verwey-Overbeek (DVLO); que predice el comportamiento de
suspensiones coloidales, explica este equilibrio mediante fuerzas de VVander Wals (atraccion)
y fuerzas electrostaticas de doble capa (repulsion). Asi, una suspension se mantiene estable
cuando estas fuerzas se mantienen en equilibrio (Champagne et al., 2018; Matusiak &
Grzadka, 2017). El criterio de evaluacion para estas muestras fue la capacidad de mantener
una solucion homogénea (una sola fase) y que no se presentara precipitacion o formacién de

aglomerados.

41



Facultad de Quimica UAEMex Edith Bello Robles

Se utilizaron preparaciones blanco so6lo con SNEDDS para realizar una comparacion de la
estabilidad de las muestras con las formulaciones que contenian los diferentes excipientes.
En las preparaciones blanco, para los ciclos de -20 a 25 °C, se observa un cambio en la

apariencia de las muestras de translicidas a blanquecinas.

En la separacion de fases de un sistema coloidal interfieren diferentes factores como la
cinética del sistema estabilidad termodindmica, interacciones electrostaticas y estéricas. La
literatura reporta que la estabilidad de un coloide puede aumentar con la adicion de
macromoléculas como tensoactivos o0 polimeros, ya que estos ayudan a mejorar las

propiedades en la interfase del sistema (Matusiak & Grzadka, 2017).

Para las muestras de HPMC, sélo la formulacidn 6 se mantuvo en una sola fase. Respecto a
las muestras de propilenglicol, solo la formulacion 10 mantuvo estabilidad al presentar una
sola fase y homogeneidad de la suspension. Las 6 muestras de sorbitol presentaron
estabilidad coloidal al mantener una sola fase. Los resultados se muestran en la Tabla 7. Para
todos los excipientes, las formulaciones que presentaron estabilidad coloidal no presentaron

particulas en suspension, turbidez en la formulacidn, ni separacion de fases.

Para realizar los estudios de termoestabilidad se tomaron las preparaciones estables de cada
excipiente conforme a las formulaciones mencionadas anteriormente. Se realizaron
mediciones de absorbancia al término de cada ciclo (cada 24 h), la apariencia de las muestras

y los resultados de absorbancia se describen en la tabla 8.

Tabla 7. Apariencia de formulaciones en incubacién preliminar (72h, t.a.).

Estabilidad de formulaciones de
HPMC a 72h t.a.

En las formulaciones 3 y 10 se
formaron geles, imposibles de
manipular. La formulacion 2 presento
separacion de fases. La formulacion 6
presentd una apariencia homogénea,
libre de aglomeraciones o precipitados
y consistencia liquida.
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Estabilidad de formulaciones de
propilenglicol a 72h t.a.

Las formulaciones 2, 4, 6, 8 y 11
presentaron formacion de precipitados.

La formulacion 10 se mantuvo
homogénea, con apariencia
ligeramente opalescente.

Estabilidad de formulaciones de
sorbitol a 72h t.a.

Todas las formulaciones se muestran
homogéneas con una apariencia
translicida.
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La espectrofotometria UV-Vis es muy util para predecir el comportamiento de un sistema
coloidal, pues la interaccion del haz de luz con la materia puede presentar efectos de
absorcion, reflexion o refraccion de la luz. Mediante la medicidn de la absorbancia se puede
analizar la estabilidad de las suspensiones a través del tiempo. Si la absorbancia disminuye,
podemos asumir que el sistema pierde estabilidad, pues las particulas solidas empezaran a

flocularse y precipitar (Matusiak & Grzadka, 2017).

En la tabla 8 se observan los resultados promedio de las absorbancias medidas de cada ciclo
para las diferentes formulaciones. La desviacion estandar para todos los ciclos es menor a 1,
por lo que podemos inferir que las muestras mantienen el sistema coloidal a lo largo del
tiempo resistiendo al cambio de temperatura. De manera general se observa que el promedio
de las absorbancias de los ciclos de congelacidén/descongelacion es mayor a la de los ciclos

de calentamiento/enfriamiento.

Tabla 8. Resultados de termoestabilidad de formulaciones.

pL/mL Ciclos 45a4°C Ciclos -20 a 25°C
Form X1 | X2 X3 X4 ABS | D.V. | Ap* | ABS | D.V. | Ap*

1 200 - - - 0.024 [ 0.0163] 1 056 | 0254 | 2
2 200 | 0.36 - - 0.085 | 0.027 1 1.02 | 0.48 3
3 200 - 72 - 0.021 | 0.015 3 100190016 | 3
4 120 - - 113454 | 0.021 |0.0219| 3 025 | 0105 | 2
5 40 - - 266 | 0.013 | 0.0159| 3 011 | 0.054 | 3
6 200 - - 266 | 0.026 | 0.0188| 3 | 0501 ]0.226 | 2
7 120 - - 68.6 | 0.021 | 0.0221| 3 [0.229 0191 | 2
8 160 - - |13454| 0.022 |0.0186| 3 |0.302|0.133]| 2

Form*: Formulacién

Ap*: Apariencia

Resultados de la evaluacion de termoestabilidad: X;=SNEDDS, X,= HPMC, Xs=Propilenglicol,
Xs=Sorbitol. 1=Solucién homogénea blanquecina, 2=Solucion blanca homogénea, 3=Solucién
transl(cida, ligeramente blanca.

La tendencia de estabilidad de las muestras por excipiente se observa en las figuras 11-16.
Como lo indican los graficos en la figura 11, el HPMC muestra una tendencia muy similar a
la estabilidad presentada por los SNEDDS blanco. La formulacion de propilenglicol mostré
la misma tendencia en ambos ciclos que los SNEDDS en el ciclo de calentamiento. Las
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formulaciones preparadas con sorbitol mostraron tendencias similares a las preparaciones de

los SNEDDS sin excipiente.
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Figura 11. Termoestabilidad de muestras de HPMC sometidas a ciclos de temperatura
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Figura 12. Termoestabilidad de muestras de propilenglicol sometidas a ciclos de temperatura

(4a45°C; 20a25°C).
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TERMOESTABILIDAD SORBITOL F6
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Figura 13. Termoestabilidad de muestras de sorbitol sometidas a ciclos de temperatura

(4245 °C; 20 a 25 °C).
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Figura 14. Termoestabilidad de muestras de sorbitol sometidas a ciclos de temperatura

(4a45°C; 20a 25 °C).
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TERMOESTABILIDAD SORBITOL F7
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Figura 15. Termoestabilidad de muestras de sorbitol sometidas a ciclos de temperatura
(4a45°C;20a25°C).
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Figura 16. Termoestabilidad de muestras de sorbitol sometidas a ciclos de temperatura
(4a45°C; 20a 25 °C).

47



Facultad de Quimica UAEMex Edith Bello Robles

La tendencia de estabilidad de las muestras por excipiente se observa en las figuras 11-16.
Como lo indican los gréaficos en la figura 11, el HPMC muestra una tendencia muy similar a
la estabilidad presentada por los SNEDDS blanco. La formulacién de propilenglicol mostré
la misma tendencia en ambos ciclos que los SNEDDS en el ciclo de calentamiento. Las
formulaciones preparadas con sorbitol mostraron tendencias similares a las preparaciones de

los SNEDDS sin excipiente.

De manera general puede apreciarse en todas las formulaciones que la estabilidad coloidal
sigue la misma tendencia que las preparaciones de SNEDDS sin excipiente. Se consideraron
estables todas las formulaciones tomando en cuenta que se mantuvo la apariencia en las
formulaciones a pesar de los cambios de temperatura, mantuvieron una sola fase sin
formacion de aglomerados y que estadisticamente no hay diferencias significativas en las
mediciones de las absorbancias, considerando estas mediciones como una determinacion de

la resistencia a la coalescencia.

Tabla 9. Evaluacion de tamafio de particula y Potencial Z (variables dependientes).

Tamafio de . . .
.. . Vol* Potencial | Viscosidad
Forma Excipiente particula (%) PDI Z (mV) (cp)
(nm)
F6 HPMC 441 100 | 0.880 +30.5 0.988
) ) 326 1.1
F10 Propilenglicol 0.329 +56.6 0.986
43.1 98.9
F9 Sorbitol 445 100 | 0.214 +31.0 0.988
Vol*: Volumen, porcentaje de la muestra referente al tamafio de gota.

Respecto a los valores reportados de viscosidad, podemos apreciar que no hay variacion entre
formulaciones. Esto tiene relacion con el tamafio de gota de las formulaciones, ya que la
adicion de un tensoactivo reduce la tension interfacial evitando que las moléculas en
suspension se fusionen. A menor tamafio de gota, mayor area superficial y; por tanto, la
viscosidad aumentard (Ramirez-Nieto et al., 2019). El potencial Z para todas las
formulaciones presenta valores positivos por encima de los 30 mV, estos valores nos
muestran una estabilidad de las suspensiones ya que, a mayor carga en el plano de

48



Facultad de Quimica UAEMex Edith Bello Robles

deslizamiento, mayor repulsion entre las particulas y por consiguiente, hay mayor resistencia

a la formacion de aglomerados (Champagne et al., 2018; Matusiak & Grzadka, 2017).

Distribucién de tamafio de particula

[ERN
»
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N
1

44 nm

=
o
|

Intensidad (%)
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Tamarfio de particula (nm)

Figura 17. Distribucidon de tamafio de particula. F6 HPMC.
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Distribucion de tamafio de particula
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Figura 18. Distribucion de tamafio de particula. F10 Propilenglicol.

Distribucion de tamafio de particula
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Figura 19. Distribucion de tamafio de particula. F9 Sorbitol.
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5.5 Formulacion de la forma farmacéutica.

La formulacion final se determind a partir de las concentraciones Optimas obtenidas de las
pruebas de termoestabilidad. Se evaluo la estabilidad de la capsula a 7 dias del llenado con
la formulacion, para la cual, se mantuvo un pH cercano a 7 en la formulacion mediante la
inspeccion visual de las cdpsulas y el andlisis de la estructura de la gelatina en las paredes.
A pesar de que la formulacién de SNEDDS mostr6 una gran estabilidad en HPMC, se
descartd este excipiente de la formulacion final debido a que las capsulas no reaccionaron de
manera favorable a este polimero. La estabilidad fisica de las capsulas de gelatina blanda
depende en gran medida de la humedad, tanto externa como interna de la capsula. Se ha
comprobado que la gelatina sufre degradacion hidrolitica en medio acuoso y que el tiempo
de degradacion depende principalmente del pH y la temperatura (Gullapalli & Mazzitelli,
2017). Algunos estudios han demostrado que en un rango de pH de 4-7 la capsula mantiene
mayor estabilidad respecto a este tipo de degradacién (Courts, 1954; Ling, 1978).

En la figura 20 se pueden apreciar las estructuras de la pared de las capsulas que se
sometieron a evaluacion de estabilidad fisica. En la figura 20a se muestra la estructura de una
capsula placebo; en la cual se observa un estriado caracteristico de la estructura helicoidal de
la gelatina; en la figura 20b se muestra la estructura de una capsula llena sélo con agua, donde
se puede observar la formacion de burbujas en la pared. Cuando la gelatina se expone a
condiciones de humedad y temperatura altas, puede reaccionar con algunos de los excipientes
de la formulacién como polimeros (anidnicos y cationicos) azlcares o iones y formar
reticulacion. Finalmente, la figura 20c muestra la estructura de la capsula que contenia la
formulacién, en ella podemos apreciar un estriado similar al de la capsula placebo. El uso de
sorbitol como componente principal permite mantener la estabilidad de la forma
farmacéutica, ya que es un polisacarido que ha sido utilizado como excipiente en la sintesis
de la pared de cépsulas de gelatina blanda debido a que mantiene las estructuras de gelatina
(Gullapalli & Mazzitelli, 2017).
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a)

Figura 20. Microscopia estereoscopica de la capsula sometida a la formulacion final: a) Capsula
placebo, b) Capsula blanco y ¢) Cépsula formulacion.

5.5.1 Caracterizacion fisicoquimica.

Al ser un surfactante no ionico, el sorbitol brinda mayor estabilidad a los SNEDDS durante
el transporte del principio activo, ya que tiende a resistir mejor los cambios de pH y asi
permite liberar a nivel de intestino, promueve una mayor difusion en las capas mucosas del
intestino y mejora la absorcién de los farmacos mediante mecanismos de difusion pasiva
(Rathod et al., 2022; Smith et al., 2018). En la tabla 10 se observa que el tamafio de particula
obtenido por dispersion de luz dinamica es de 67.6 nm. Esto es favorable para la emulsion;
ya que, a menor tamafio el area de superficie especifica de los lipidos aumenta y esto
promueve la accion de lipasas pancreéaticas (Smith et al., 2018).

Para la fase acuosa en la que se formularon los SNEDDS, se utilizé buffer de fosfatos en

lugar de agua destilada; esto con el objetivo de mantener un pH cercano a 7 en la formulacion.

El porcentaje de agua se redujo a una proporcién 1:1 agua: poliplejo para evitar dafios en la
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pared de la capsula, ya que el agua puede migrar hacia las paredes y producir dafios en la
estructura (Koehl et al., 2021).

Tabla 10. Parametros fisicoquimicos de la formulacion.

Tamafio de
Composicion (%): particula PDI | Potencial Z (mV) Vol Viscosidad
(nm)
SNEDDS: 20
Agua: 20
Propilenglicol: 7.2 67.6 0.120 +0.6 100 0.983
Sorbitol: 52.8

De manera independiente, los excipientes probados mostraron una buena estabilidad
coloidal. De acuerdo con los datos presentados en la tabla 9, los valores de potencial Z de
todas las formulaciones fueron superiores a £ 30 mV; sin embargo, la formulacion final tuvo
un valor de potencial Z de 0.6 mV. Se sabe que la adicién de macromoléculas interviene en
el desplazamiento del campo eléctrico, lo cual produce que el valor del potencial Z sea menor
(Matusiak & Grzadka, 2017). A pesar de que los tensoactivos no idnicos presentan valores
de potencial negativos cercanos a cero, es probable que la concentracion de sorbitol en la
formulacién modifique el valor del potencial; pues a mayor concentracion de tensoactivo, el
potencial Z tendré una carga positiva baja (Vergara et al., 2022). También podemos observar
que el valor del indice de polidispersidad (PDI) de la formulacidon final se redujo respecto a
los valores de PDI de las formulaciones con los excipientes de manera individual. Esto es
indicativo de que, en la formulacion las particulas se encuentran monodispersas, por lo que
la estabilidad coloidal se mantiene (Raval et al., 2019). Respecto al tamafio de particula, la
formulacién final es ligeramente mayor a los tamafios de particula presentados por las
formulaciones con los excipientes individuales. No obstante, es menor a 200 nm; el tamafio
ideal para mantener las caracteristicas de la nanoemulsion que le permitan tener una mejor
absorcion (C.-Y. Wang et al., 2020).
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Distribucion de tamafio de particula
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Figura 21. Distribucion de tamafio de particula. FF Sorbitol/Propilenglicol.

Se realiz6 la medicidn de algunos parametros a diferentes tiempos de incubacion para evaluar
la estabilidad de las capsulas (ver tabla 11):

Tabla 11. Mediciones de parametros fisicoquimicos de la forma farmacéutica.

Muestra ABS pH Cond(lrﬁ/i;/idad
Cépsula libre 0.087 6.36 16
Cépsula Blanco 0.022 7.68 -31
Formulacion t 0 0.021 7.25 -29
Formulaciont 24 h 0.116 7.66 -30
Formulacion t 30 d 0.220 6.93 3
Promedio 0.09 7.38 -21.75
Desviacion Estandar 0.09 0.36 16.52
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La conductividad eléctrica se evalué mediante la medicién de la diferencia de potencial. En
la tabla 11 podemos observar que los valores son negativos, esto es indicativo de que la
formulacién es estable debido a que la repulsion de cargas es mayor considerando que los
valores de diferencia de potencial son cercanos a 30 mV. Adicional a ello, a una mayor
concentracion de agua aumenta la conductividad eléctrica debido a que hay una mayor
movilidad de iones, por lo que los cambios en la conductividad después de un periodo de
tiempo pueden generarse por la concentracion de agua que hay en la formulacién (Ramirez-
Nieto et al., 2019).

Durante la evaluacion de la estabilidad de la capsula se observé que el pH se mantuvo estable.
Esto es relevante por varias razones: el potencial de hidrogeno (pH) influye en la carga
superficial de las particulas; si el pH aumenta, las fuerzas electrostaticas disminuyen y esto
favorece la formacion de aglomerados (Champagne et al., 2018). Mantener un pH cercano a
7 brinda estabilidad al siRNA (lzquierdo-Rojo, 2014).

Con los valores obtenidos anteriormente y la evaluacion fisica de las paredes de la capsula,

podemos predecir que la forma farmacéutica es estable al menos 30 dias. Es necesario realizar

pruebas posteriores a este estudio a partir de una evaluacion de estabilidad acelerada.
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5.5.2 Evaluacion de transporte y liberacion.
Curva de calibracion. Evaluacién de liberaciéon
Linea de tendencia
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4.00E+07
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2.00E+07 /

0.00E+00 T T T T T
0.0 0.5 1.0

Concentracion (ng/uL)

Figura 22. Curva de calibracion. Perfil de disolucion.

Debido a que en el ensayo de disolucion no fue posible una cuantificacién significativa
debido a que la muestra representativa del medio contenia una cantidad nanométrica de ARN,
se realizd un ensayo de electroforesis para asegurar la presencia de ARN en la muestra,
confirmar la liberacién y que no hubiese degradacion. Sin embargo, se tomaron las
mediciones de intensidad de fluorescencia para realizar el analisis estadistico de varianza
(Ver figura 24) y las diferencias entre grupos son significativas; por lo que la prueba de
disolucion sugiere que la liberacion de siRNA se obtiene mayoritariamente en condiciones

similares a las del intestino. La tendencia de liberacion se puede observar en la figura 23.
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Figura 23. Perfil de disolucion de capsulas cargadas con ARN.
= ANOVAQOneWay (31/03/2024 21:08:51)
= Notes -]
+ Input Data |
- Descriptive Statistics ~|
M Analysis |~ N Missing Mean Standard Deviation SE of Mean
Tiempo 1h 5 0 10035846 9227283542 41265 6665
Tiempo 1.5h 5 0 11511424 28661041732 128176.07524
Tiempo 2.0 h 5 0 20455948 691941.32335 30944556709
Tiempo 3.0 h 5 0 23778654 479801.2767  214573.65408
- One Way ANOVA  ~|
|| [F Overall ANOVA =]
DF | Sum of Squares  Mean Square FValue Prob=F
Model 3 6.76839E12 2.25613E12| 11.28556 0 23.1746E-4
Error 16 3.19861E12 1.99913E11
Total 18 9.967E12
Mull Hypothesis: The means of all levels are sgusl.
Alternative Hypothesis: The mesns of one or more levels are differant.
At the 0.05 level, the population means are significantly different.
- Fit Statistics =]
|_ R-Square  CoeffVar Root MSE Data Mean
067908 027184 44711627893 1644797.05

Figura 24. Analisis ANOVA del perfil de disolucion
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Para confirmar los resultados de liberacion, se realizo un analisis de electroforesis en gel de
agarosa, con el fin de visualizar la separacion del ARN liberado de las capsulas. En la figura
25 se observan los resultados del ensayo de electroforesis, en donde se observa que las
muestras no tuvieron desplazamiento en el gel (pozos 3-14). En el pozo 1 se encuentra el
control positivo de siRNA Cy3, un estandar fluorescente, el cual presenta desplazamiento;
en el siguiente pozo se encuentra la formulacion farmacéutica cargada con ARN de células
T47D sin ningln tratamiento, como control para confirmar la presencia de ARN en la
molécula. En los pozos 3 a 8 se encuentran muestras de las 6 capsulas que se sometieron a
pruebas de disolucion tomadas en tiempo de 2h (pH 1.0). En los pozos 9 a 14 se encuentran
muestras tomadas de la prueba de disolucién en el tiempo 3.0 h. A pesar de que ninguna de
las muestras tuvo migracién de moléculas, se puede observar que las muestras tomadas en el
punto de disolucién t=1.5 h no presentan ninguna banda, mientras que las muestras tomadas
al tiempo t=3.0 h muestran coloracion en los pozos; lo cual puede ser indicativo de que la
formulacion no ha liberado el ARN en medio acido. Las muestras de disolucion t=3.0 se
observan mas intensas que la banda de la muestra control de la forma farmacéutica. Esto
puede deberse a que la muestra control contiene el ARN al interior de las micelas de los
SNEDDS formando un complejo con quitosano. El quitosano es un polisacéarido de
naturaleza cationica que puede modificar sus propiedades quimicas debido a sus grupos
amina e hidroxilo. Algunas caracteristicas que se pueden modificar del quitosano para
mejorar la liberacion de ARN para un silenciamiento génico 6ptimo son su peso molecular,
el grado de desacetilacion, método de formulacién, adicion de potenciadores de eficiencia y
ligandos dirigidos, entre otros (Ragelle et al., 2013). En esta formulacion se utiliz6 el
quitosano de bajo peso molecular para formar un complejo con ARN ya que el quitosano
posee en su estructura aminas primarias que se protonan facilmente a un pH ligeramente
acido, lo cual genera cargas positivas que permiten la interaccion con los acidos nucleicos
mediante fuerzas electrostaticas (Ragelle et al., 2013; Santos-Carballal et al., 2018). Las
muestras que presentan mayor intensidad en las bandas se tomaron después de 3 horas de la
prueba de disolucion; en donde el medio simulé el pH a nivel de intestino (6.8). Adicional a
ello se sometieron a un ajuste de pH para basificar las muestras con el objetivo de debilitar
los enlaces de ARN formados con quitosano, por lo que es posible que esto permitiera una

mayor manifestacion del ARN en las muestras donde se esperaba mayor liberacion, en
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comparacion con la muestra de la formulacion donde la banda de ARN no es tan intensa. Las

muestras se tomaron después de 3 horas de la prueba de disolucion.

Figura 25. Ensayo de electroforesis.
Muestras de liberacién; posicion de pozos (izquierda a derecha: siRNA Cy3, ARN FF,
C1M2, C2M2, C3M2, C4M2, C5M2, C6M2, C1M4, C2M4, C3M4, C4M4, C5M4, C6M4).

El quitosano es un polimero biodegradable en fluidos gastrointestinales, por lo que puede
contribuir a la limitacion de la liberacion del siRNA a nivel de estbmago (Debotton & Dahan,
2017); no obstante, en el estudio se demostr6 que en condiciones de pH mayor a 7, donde el
quitosano pierde estabilidad, se puede romper el complejo formado con ARN y permitir la

liberacion de éste.

La estabilidad de un farmaco de administracién oral puede verse afectada al atravesar por los
diferentes valores de pH del tracto gastrointestinal. EI pH de la saliva oscila entre 6.5y 7.5;
el pH gastrico se encuentra entre 1 y 2.5 y en duodeno puede ser entre 6.1 y 6.6. Los
polimeros sensibles al pH se hinchan a determinado pH critico en que los acidos o bases
débiles se ionizan. Este hinchamiento permite formar una barrera que controla la liberacién
del farmaco en el sitio deseado. Normalmente estos polimeros se componen de acidos

carboxilicos no ionizados insolubles a pH bajo (Debotton & Dahan, 2017).

Si bien no pudo determinarse la cinética de liberacion a partir de los datos obtenidos en el
perfil de disolucion, el uso de excipientes poliméricos promueve la formacion de matrices
hidrofilicas en las que el farmaco se inserta y; al mismo tiempo, la erosion de la matriz

permite la liberacion del farmaco. Se espera que, si los pesos moleculares de los polimeros
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utilizados son distintos, podrian obtenerse niveles de hinchamiento y erosién equivalentes;

lo cual sugiere una liberacién de orden cero (Bermejo et al., 2020).
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6. CONCLUSIONES
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Se formulo una capsula de gelatina blanda como forma farmacéutica de liberacion oral, la
cual es capaz de transportar ARN incorporado en un sistema nanoestructurado (SNEDDS)
que permitio una liberacion modificada que puede mantener la estabilidad de la molécula a

través de cambios de pH intestinales.

Se realizo la caracterizacion de la forma farmacéutica mediante analisis fisicoquimicos que
permitieron comprobar la estabilidad coloidal de la formulacion y la compatibilidad de los
excipientes con las paredes de la capsula. Se probo que la formulacion es capaz de mantener
un sistema nanoestructurado estable que, a su vez, puede mantener estable el SiRNA durante
su transporte y liberacion, en condiciones similares a nivel del intestino. A partir de la
evaluacion de la estabilidad de la nanoemulsion en combinacion con la proporcion
seleccionada de sorbitol/propilenglicol se logré determinar las caracteristicas fisicoquimicas
de la formulacion. Se determin6 que la capsula es fisicoquimicamente estable, manteniendo
activo el siRNA; aunque es necesario realizar pruebas de estabilidad acelerada en estudios

posteriores para evaluar la forma farmacéutica una vez dirigida a una enfermedad especifica.

Si bien en este estudio no fue posible determinar la cinética de liberacion del ARN, se pudo
demostrar que la formulacion brinda estabilidad a los SNEDDS durante el transporte en el
tracto gastrointestinal. EI siRNA es liberado a pH similar al del intestino sin degradarse.
Aunque estos estudios se limitan a confirmar que la liberacion se realice al 100%, se pudo

demostrar que el siRNA no pierde actividad después de la liberacion.
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/. PERSPECTIVAS
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El desarrollo de farmacos implica multiples estudios de caracterizacion y pruebas de
estabilidad. En este estudio se enfatizé en pruebas de caracterizacion fisicoquimica que
pudieran asegurar la estabilidad coloidal de los SNEDDS para garantizar una liberacion in
situ del principio activo. Se realizd una prueba de identificacion por espectrofotometria de
luz UV-VIS; sin embargo, las moléculas de los excipientes se encuentran en la misma region
del espectro que el ARN, por lo que podria ser de utilidad realizar pruebas de identificacion
por Espectrofotometria infrarroja para detectar enlaces especificos. O bien, realizar estudios

de HPLC no sélo como pruebas de identidad, sino también como analisis de cuantificacion.

Debido a que las cantidades liberadas en la prueba de disolucién no se pudieron cuantificar,
seria preciso realizar estudios posteriores para establecer un método de liberacion a nano
escala que permitiera la cuantificacion del siRNA liberado y de esta manera establecer una
cinética de liberacion maés especifica para posteriormente establecer una dosis terapéutica.
Esto se puede lograr en conjunto con la determinacion de eficiencia de carga; basados en la
determinacion realizada en este estudio y considerando el peso molecular del sSiRNA MDR1,
podriamos estimar una capacidad de carga especifica referente al peso molecular de un acido
nucleico y con ello determinar la dosis terapéutica. Esto es de gran utilidad para brindarle
especificidad al farmaco, cuya intencion es utilizarse como agente concomitante a farmacos

quimioterapéuticos.

Una de las intenciones principales en el desarrollo de farmacos es brindar terapias mas nobles
para los pacientes y con mayor eficiencia. La inclusion de nanoacarreadores ha permitido
mejorar la biodisponibilidad de los principios activos reduciendo la toxicidad. El uso de
terapia génica mediante farmacos de administracion oral es una alternativa que puede
evolucionar el tratamiento de pacientes con enfermedades crénicas como el cancer de colon,
ya que mediante el uso de siRNA se puede lograr una terapia capaz de potenciar el efecto de

quimioterapéuticos.

La Gp-P pertenece a la superfamilia de casetes de union a ATP (ABC); actla como barrera
fisioldgica en la célula, expulsa toxinas de las células y otras sustancias como los farmacos.

Por esta razon es capaz de desarrollar resistencia a farmacos quimioterapéuticos (Rathod et
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al., 2022; D. Wang et al., 2017). La Gp-P se encuentra en células epiteliales de intestino
delgado y colon, entre otros tejidos. La sobreexpresion de Gp-P se ha relacionado con la
ineficacia de tratamientos contra el cancer. Con el desarrollo de esta forma farmacéutica se
pretende formular un farmaco capaz de transportar siRNA codificante para el gen MDR1; el
cual es responsable de la expresion de la Gp-P y se relaciona con la resistencia a agentes
quimioterapéuticos (Vifolas et al., 2011), con el fin de desarrollar una alternativa en la terapia
contra el cancer de colon. La naturaleza no ionica de los excipientes de la formulacion
permite al principio activo llegar mas rapido a la membrana celular y ayudan a que células

cancerosas sean mas sensibles a los farmacos quimioterapéuticos (Rathod et al., 2022).
Para evaluar el efecto terapéutico puede emplearse un estudio de viabilidad celular y un

analisis de microscopia confocal y Western blot para observar la acumulacion de siRNA en

la célula.
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