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Resumen

La administracion de productos intravitreo constituye un riesgo al paciente, lo que ha
conducido al desarrollo de nuevas estrategias de farmacos y sistemas transportadores
gue disminuyan la frecuencia de administracion. Esta investigacion tuvo como objetivo
desarrollar y caracterizar nanoparticulas de Quitosano como sistema de liberacion
prolongada, empleando polimeros biodegradables, hidrosolubles y compatibles a nivel
ocular, para formar un nanosistema combinado: polimero terapéutico/nanoparticula
(hemisuccinato de metilprednisolona Dextrano/Quitosano). Las nanoparticulas de
quitosano se elaboraron por el método de gelificacién ionica empleando tripolifosfato
sbédico como agente entrecruzante y se dispersaron con lactosa mediante el secado por
atomizacion. Se evalué morfologia, distribucion del tamafio de las particulas, contenido
y eficacia de captura del farmaco asi como, su liberacion in vitro. Las particulas
esféricas presentaron superficies lisas y uniformes donde el pH del medio tuvo
influencia en el tamafio de las mismas. El Quitosano fue capaz de encapsular el
conjugado farmaco-polimero y crear una nueva formulacion con una buena
dispersabilidad en agua y de caracteristicas deseables para el sistema ocular, que
podria evidenciar un eficiente nanosistema de liberacion prologada in vivo que reduzca
la frecuencia de administracién, ofreciendo una excelente alternativa que proporcione

un mayor grado de satisfaccion y mejore la calidad de vida para los pacientes.
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Abstract

The recurring uses of intravitreal injections represent a risk to the patient. For this
reason it has been necessary to develop new drugs and transportation systems that
reduce the frequency of administration. The objective of this research was to develop
and characterize Chitosan nanoparticles as a system of drug-delivery through combining
two nanosystems: a polymer therapeutic/nanoparticle (dextran-methylprednisolone
succinate/chitosan) while using biodegradable and hydrophilic polymers that are
compatible with the eye. Chitosan nanoparticles are prepared by ionic gelation using
sodium tripolyphosphate as cross-linking agent. The nanoparticles were separate by
spray dryer using lactose as dispersing agent. Morphology, particle size distribution,
drug content, encapsulation efficiency and release profile were evaluated. The spherical
particles were showed uniform and with smooth surfaces. The particles sizes were
influenced by changes in pH. Chitosan was able to encapsulate the polymer-drug
conjugate and create a new formulation with a good dispersibility in water and beneficial
characteristics for the ocular system. This nano-drug delivery could constitute an
efficient in vivo drug delivery nanosystem that provides controlled and sustained drug
delivery with reduce frequency of administration. Consequently, helping to provides

higher satisfaction to patients and improve their quality of life.
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Introduccion

La inyeccidn intravitrea es una técnica minimamente invasiva de demostrada eficacia
en el tratamiento de numerosas enfermedades vitreo-retinianas. En estos ultimos afios,
se ha producido un aumento exponencial en el uso de las inyecciones intravitreas,
debido a la administracion de nuevos farmacos contra el edema macular, degeneracion
macular, alteraciones vasculares retinianas, retinopatia diabética, retinitis pigmentaria,
inflamaciones intraoculares y la neovascularizacién coroidea, entre otras patologias,
(Gomez-Ulla y col.,, 2009). En el afio 2004 Jager y col., publicaron los riesgos y
complicaciones de este procedimiento, entre los que se encontraban endoftalmitis,
desprendimiento de retina, hemorragias intraoculares y cataratas. La seleccidon de esta
via de administracibn no es aceptada ni agradable por el paciente, por lo que los
farmacos requieren ser formulados bajo la forma de liberacion modificada, a fin de
disminuir su frecuencia en la administracion. Por lo demas, las otras vias tradicionales
gue podrian emplearse para estos tratamientos (tOpicas, sistémicas y perioculares),
presentan la desventaja de tener que atravesar barreras fisiolégicas oculares
disminuyendo la probabilidad de conseguir niveles terapéuticos y aumentar la toxicidad
y efectos adversos, (Ogura, 2001; Ciulla y col., 2004).

En la actualidad la investigacion farmacéutica, esta aplicando la nanotecnologia para el
desarrollo de materiales, dispositivos y sistemas con caracteristicas y aplicaciones
distintas a las ya conocidas. De alli surgié la Nanofarmacia, la cual podria definirse
como la preparacion y liberacion de medicamentos 0 sustancias terapéuticas ultra
pequefias, con un rango de tamafio molecular o nanomeétrico en un sitio especifico de
accion del cuerpo humano, sin afectar organos y tejidos sanos, (Brayden, 2003; Koo y

col., 2005). Esta nueva ciencia se enfoca en el desarrollo de vehiculos apropiados con



ciertas caracteristicas, que involucren la capacidad de regular la distribucion y
depuracion del farmaco después de su administracion, lo protejan y estabilicen durante
todo su recorrido por el ambiente biolégico, (De Campos y col., 2004; Yasukawa y col.,
2005; Bodor y Buchwald, 2005; Prow y col., 2008; Paolicelli y col., 2009). Una de las
aplicaciones que mas promete es la nanoencapsulacion de farmacos, (Koo y col.,
2005), entre los que se encuentran las Nanoparticulas (NPs), y se definen como
dispersiones de particulas o particulas sélidas con un rango de tamafio entre 10-1000
nm, donde los farmacos se encuentran disueltos, atrapados, encapsulados o unidos a
una matriz que por lo general es polimérica, (Mohanraj y Chen, 2006). Su tamafio tan
pequefio, le confiere el papel fundamental de permitir el paso a través de los capilares
para lograr llegar a estructuras intracelulares donde el farmaco pueda ejercer su accion,
(Mitra y Maitra, 2002).

El empleo de los polimeros y macromoléculas en la formacion de microesferas y NPs,
ha generado gran interés en los nuevos productos oftalmicos, (Kaur y col., 2004). De
Campos y col., (2004), cuantificaron y estudiaron el mecanismo de interaccién de NPs
de Fluoresceina-Quitosano (FI-Qs) en las superficies epiteliales de la cérnea y la
conjuntiva de conejos machos albinos de Nueva Zelandia. Ellos demostraron, que la
interaccidn de la Fl en la superficie ocular fue mas efectiva bajo la forma de NPs de Qs.
El Qs es un polisacérido lineal derivado de la quitina, que es extraida de los crustaceos
marinos. Estd compuesta de cadenas de [(-(1,4)-D-glucosamina y de N-acetil-D-
glucosamina, tiene un caracter basico y baja solubilidad en agua. Trabajos anteriores
recomiendan dispersar el Qs en solucion acuosa de acido acético en un rango de pH
entre 4 y 6, ya que se requiere de un medio acido (pH < 6,5), para protonar sus grupos

amino, convirtiéndose en un polication con NHs", y lograr su disolucion en agua, (Janes



y col, 2001; Zhang vy col, 2002; Tang y col, 2007; Peptu y col, 2010). Una de las
ventajas que presenta el Qs en la formacion de NPs es su capacidad de inmovilizar
grandes moléculas mediante la creacion de redes insolubles cuando reacciona con un
agente entrecruzante que neutraliza sus cargas. Estos sistemas pueden modificar y/o
controlar la liberacion de los farmacos, (Tang y col, 2006; Tang y col, 2007; Fernandes
y col, 2008).

Recientemente, en el campo de los materiales nanoestructurados, se ha empleando el
secado por atomizacion, el cual consiste en la transformacién de una dispersion liquida
en un material seco particulado. Este proceso permite modificar propiedades muy
importantes en las NPs, como son: la distribucion de tamafio, morfologia y estado de
aglomeracion, entre otras, (Mondragén y col, 2013).

Todo lo anterior, nos condujo a evaluar nuevas estrategias que favorecieran una
disminucién en la frecuencia de administracion a nivel ocular. Por consiguiente, esta
investigacién tuvo como objetivo desarrollar NPs de Qs como sistema de liberacion
prolongada con posible aplicacién intravitrea, empleando un polimero terapéutico

modelo como el hemisuccinato de metilprednisolona-Dex (MPS-Dex) 10 kDa.

Materiales y Métodos
Reactivos y materiales
MPS-Dex 10kDa, fue sintetizado en el laboratorio del Departamento de Farmacéuticos
de la Universidad de Florida, EEUU. Tripolifosfato sédico (TPP), acetato de sodio; acido
acético glacial, solucion amortiguadora de fosfato pH= 7,4, acetonitrilo y metanol grado

HPLC, fueron obtenidos de Fisher Scientific, USA. Hidroxido de sodio, acido clorhidrico,



bolsas de dialisis de celulosa y el Qs (50-190 kDa), fueron adquiridos de Sigma-Aldrich.
Lactosa extra fina de EM industry, NY, USA.

Elaboracion de NPs de Qs por el método de gelificacion idnica.

La formulacion se prepar6é por triplicado, adaptandose los métodos reportados por
Calvo y col. (1997a, b) y Grenha y col. (2007), en donde las NPs se forman
espontaneamente a temperatura ambiente (22° + 2°C) al interactuar las cargas positivas
de los grupos amino del Qs con un contra-anion que en este caso es el TPP. Para ello,
se preparé una dispersion al 0,180% de Qs de baja viscosidad con un grado de
desacetilacion de 92,2%, en solucion amortiguadora de acido acético/acetato de sodio
pH=5,5 y una solucion acuosa de TPP al 0,25%. La relacion final de la mezcla entre Qs
y TPP para la formacion de las NPswps-pex-os fue de 3,6:1 p/p. Se pesé de MPS-Dex 10
kDa, el equivalente a 5 mg de MPS; se disolvio en una mezcla de acetonitrilo:agua
bidestilada 50:50; esta solucién se mantuvo con agitacion magnética moderada entre 4-
5°C. Posteriormente se incorporé la dispersion de Qs a una velocidad de 0,5 mL/min.
Se continud con la misma agitacion por 16 h + 1h a temperatura ambiente. Culminado
este periodo, se agregoé la solucién de TPP a la misma velocidad y se agit6 durante
siete horas a la misma temperatura.

Purificacion de las NPs

La dispersion acuosa obtenida se colocé en una bolsa de didlisis de celulosa sellada
por ambos extremos. La bolsa se introdujo en un envase que contenia el medio de
purificacion. Se emplearon como medios: solucion amortiguadora diluidad de acetato de
sodio pH 5,5 y agua bidestilada. Las NPswps-pex-gs purificadas se llevaron a un volumen

de 100mL con agua bidestilada. De la nanosuspension anterior fueron liofilizados un



volumen de 50 mL en un FreeZone 6 Labconco Co., por 48 horas. El resto del volumen
fue empleado para incorporarle a las NPs el agente dispersante.

Incorporacién del agente dispersante en las NPs

A 50 mL de la nanosuspension purificada, se les afiadido 3% de lactosa extra fina y se le
aplicé la técnica de secado por atomizacion con aire nebulizado para formar
microparticulas compuestas por NPSups-pex-gs/lactosa. Se emple6 un equipo a escala
piloto con un nebulizador concéntrico de dos puertos, con una temperatura de secado
de 78° + 2°C, (Buchi, 2002).

Morfologia de las NPs

Las muestras liofilizadas, fueron espolvoreadas sobre un papel conductivo de carbén de
doble cara adhesivo PELCO®. Previamente a la observacion, las superficies de las
particulas fueron cubiertas con carbdn. Las muestras se visualizaron en un Microscopio
Electrénico de Barrido JEOL JSM-6335F Instrument, con un voltaje de aceleracion de
2kV. Las micrografias se tomaron a diferentes amplificaciones y se observaron las
caracteristicas morfoldgicas de las NPs. Por otra parte, también se evaluaron tanto las
NPs suspendidas por 12 horas en solucién amortiguadora de acido acético/acetato de
sodio pH=5,5, como las microparticulas obtenidas en el secado por atomizaciéon. Estas
tltimas se dispersaron en agua bidestilada durante un minuto. Para su visualizacion, se
colocaron goticulas de ambas nanosuspensiones, sobre diferentes papeles conductivos
y se dejaron a temperatura ambiente hasta la completa evaporacion del solvente.
Posteriormente, se continud de la manera ya descrita para las muestras liofilizadas. Se

empled el programa Photoshop para medir los diametros correspondientes.



Distribucion del tamafio de las NPs

Las NPs fueron evaluadas antes y después del proceso de dialisis asi como, las
microparticulas obtenidas en el secado por atomizacién. Para ello se empledé un
analizador de tamafo de particulas con dispersion de luz dindmica Nanotrac NPA250
Ultra, con sonda externa y empleando el programa Flex 10.3.7 y a una temperatura de
25° + 0,5°C. Los datos y las distribuciones del tamafio de las particulas, fueron
obtenidos del promedio de tres corridas por cada una de las muestras, expresandose
los resultados en diametro volumen medio, (Nanotrac, 2007; Anaspec, 2010; Dandagi y
col, 2011).

Carga eléctrica superficial

Para caracterizar la carga superficial de las NPs en un medio dispersante, se emplea el
potencial Zeta ({). Esta medida estéa influenciada por la composicion de las particulas y
del medio dispersante. La carga de MPS-Dex 10 kDa y de las NPs de Qs tanto vacias
como cargadas con el compuesto activo, fueron dispersadas en agua bidestilada. La
movilidad electroforética de las particulas que es indicativo de la magnitud de su carga,
se midi6 en un Zetameter, Brookhaven ZetaPlus. Los datos fueron obtenidos del
promedio de diez corridas por cada muestra, a 25° + 1°C. Los resultados se expresaron
en mV.

Estimacion del contenido del farmaco en las NPs

Se pesaron tres muestras de NPSupspexgs liOfilizadas, equivalente a 2,4 mg MPS
(considerando que no hubo pérdida del farmaco durante su elaboracién). Se les agrego
2,5 mL de solucion amortiguadora de acido acético/acetato de sodio pH=5,5 y se
mantuvieron en un agitador horizontal marca Bellco Biothecnology, durante 24 horas a

40 revoluciones por minuto (r.p.m.) y a temperatura ambiente. Transcurrido el periodo,
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las muestras se centrifugaron a 12.000 r.p.m. durante 15 minutos en una
microcentrifuga Fisher Scientific modelo 235C. Se midié 1 mL de cada sobrenadante y
se procedid a realizar una hidrolisis alcalina para cuantificar el contenido de
Metilprednisolona (MP) por el método de cromatografia liquida de alta resolucion de
fase reversa previamente validado, (Andueza, 2012).

Determinacién de la eficacia de captura del farmaco en las NPs

La carga real del farmaco en las NPSwps.pexqs Y la eficiencia de captura fueron
determinadas matematicamente por las ecuaciones que se detallan a continuacion. La
carga nominal o teorica del farmaco se calculé en funcion de la cantidad de farmaco
gue podria encontrarse en 100 g de NPs liofilizadas asumiendo que no hubo pérdida de
farmaco ni de polimero durante su elaboracion, (Judefeind y Villiers, 2009).

masa del farmaco en las NPs

Carga real del farmaco (%) = 54 do las NPs x100

peso del farmaco

. , 0/ \—
Carga nominal del farmaco (%) (peso del farmaco + peso del polimero) x100

Carga real del farmaco

Carga nominal del farmaco x100

Eficacia de captura (%)=

Es importante resaltar que para el calculo de la carga nominal del farmaco, se tomé en
consideracion los pesos del TPP y del MPS-Dex incorporados en el proceso de

elaboracion de las NPs.



11

Liberacion in vitro

La liberacion del farmaco fue determinada incubando tres muestras de 10 mg NPSyps-
pex-gs liOfilizadas en 5 mL de soluciobn amortiguadora isoténica de fosfato pH=7,2 y
mantenidas en un bafio de agua a 37° £ 0,5°C con agitaciéon horizontal a 40 r.p.m. (Xu y
Hanna, 2007). Se extrajeron alicuotas de 1 mL a diferentes tiempos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
24 horas y luego 2, 3, 4, 5y 7 dias. Cada alicuota fue analizada por el método de
cromatografia liquida de alta resolucion de fase reversa previamente validado. Los

resultados se expresaron en términos de porcentaje de MPS.

RESULTADOS y DISCUSION

Los criterios tomados en esta investigacion para el desarrollo del sistema de liberacién
nanoparticulado, se fundamentaron principalmente en la capacidad que presentan las
NPs de Qs para atrapar macromoléculas y del empleo de un polimero terapéutico, a fin
de mejorar las propiedades del farmaco madre (MP), (Andueza, 2012). Igualmente, se
consider6 la compatibilidad, biodegradabilidad, hidrosolubilidad y baja toxicidad a nivel
ocular de los reactivos empleados, asi como la no incorporacion de solventes organicos
en el método de gelificacidn idnica, (Tang y col, 2006; Tang y col, 2007; Fernandes y
col, 2008).

Elaboracion de NPs de Qs por gelificacion ionica.

En la gelificacion i6nica, el polianion (TPP), produce interacciones inter e
intramoléculares con la carga positiva de los grupos aminos del Qs. Estas atracciones
electrostaticas transforman la dispersion liquida del Qs en gel y bajo ciertas condiciones
como el pH de la solucion, la velocidad de afiadido del agente entrecruzante, el tiempo

de reaccion y el peso molecular del polimero, dan origen a NPs insolubles en medio
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acuoso, (Shu y Zhu, 2000). Todas estas consideraciones fueron estudiadas para
obtener las particulas homogéneas y completamente constituidas. En este mismo
sentido, la seleccidén de la proporcion entre Qs:TPP, para la formacion de las NPSyps.
Dex-Qs, fue de gran importancia, ya que involucraba en la sintesis una macromolécula
como compuesto activo (MPS-Dex), (Janes y col., 2001; Grenhay col., 2007).
Purificacion de las NPs

La condiciones establecidas para la dialisis fueron capaces de eliminar el exceso de
reactivos y subproductos solubles. Sin embargo, a pesar de ser un método de
purificacion de bajo impacto, la nanosuspensién, evidencié el fenbmeno de agregacion
en funcioén del tiempo que se observé en las micrografias (Figura 1) y en los estudios de
la distribucién del tamafio de las particulas.

Incorporacién del agente dispersante en las NPs

El secado por atomizacion con un nebulizador concéntrico de dos puertos, permitié
nebulizar goticulas muy finas con la capacidad de suspenderse en el aire caliente,
durante su paso por la cdmara de secado. Esta técnica permitid recubrir
individualmente las particulas, dando origen a microparticulas de NPSyps-pex-gs/lactosa y
contribuir de esta manera con una menor agregacion y una mejor dispersion en agua.
Morfologia de las NPs

La mayoria de las NPs liofilizadas fueron practicamente esféricas con una superficie lisa
y uniforme, lo que podria indicar que las moléculas de MPS-Dex, Qs y TPP
interactuaron uniformemente para obtener las NPs con diametros inferiores a 450 nm
Figura 1. En la Figura 2, se observa la micrografia de las NPSyps-pex-os después de ser
almacenadas en una solucion amortiguadora de acido acético/acetato de sodio pH 5,5.

Algunas NPs se hallaban hidratadas donde las mas grandes contenian atrapadas en su
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interior otras de menor tamafo. Esto podria postular el hecho de que ocurre una
primera encapsulacion entre MPS-Dex y el Qs por interaccion de cargas, formando
particulas insolubles de menor tamafo, que posteriormente son encapsuladas con
mayor cantidad de Qs debido al afiadido del TPP. Sin embargo, seria necesario
continuar realizando nuevas evaluaciones, a fin de confirmar este supuesto.

En este mismo sentido, al dispersar en agua bidestilada las microparticulas de NPSyps.
pex-gs/lactosa, mostraron ser esféricas y con una mejor separacion entre ellas,
disminuyendo su agregacion. Asimismo, presentaron una polidispersion de tamafios
comprendidos entre 330- 2750 nm. Esto confirma que la lactosa se va disolviendo en el
agua y liberando las NPSwps-pex-gs, Figura 3.

Distribucion del tamafio de las NPs

Las NPswps-pex-0s presentaron el fenémeno de agregacion, principalmente en ausencia
de pH acido. Al purificar con agua las NPs, se elimina la solucion amortiguadora vy el
pH se elevé de 5,5 a 6,0 — 6,5, pH cercano al pKa del Qs, provocando un aumento del
tamafio muy probablemente por desprotonacién de los grupos amino, originando la
formacion de agregados y una distribucion del tamafio de las particulas bimodal, Figura
4 y Tabla . Cuando se evalué la distribucién de tamafio de las nanosuspensiones a
pH= 5,5, se observé que las NPs se encontraron fundamentalmente entre 130 - 170 nm.
Resultados similares fueron encontrados por Malhotra y col. (2009); donde las NPs de
Qs/TPP en proporcion 3:1, a pHs de 5 y de 3 para la soluciones de Qs y TPP
respectivamente, mostraron tamafios de particulas mas bajos 76 £+ 1 nm, lo que
confirma una vez mas que el pH y la proporcién de los reactantes, juegan un papel
fundamental en el tamafio de las mismas. Por otra parte, las microparticulas de

NPsSwups.pex-gs/lactosa, demostraron una buena dispersion en agua bidestilada y
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evidenciando una distribucion normal donde el mayor porcentaje se encontraron en el
rango de tamafio comprendido entre 100 - 145 nm, Figura 5y Tabla II.

La elaboracion del nuevo nanosistema entre el MPS-Dex y las NPs de Qs, permiti6 la
creacion de particulas de tamafios nanométricos. Esto es de suma importancia, ya que
algunos trabajos han sugerido que un apropiado tamafio con un rango estrecho,
asegura una baja irritacion, adecuada biodisponibilidad y compatibilidad con los tejidos
oculares, (Barbu y col., 2006; Bucolo y col., 2008; Paolicelli y col., 2009).

Carga eléctrica superficial

La carga neta superficial del polimero terapéutico y de las NPs que esta directamente
relacionada con el potencial {, permitié conocer la probabilidad de ocurrencia de la
reaccion ya que, atracciones electroestaticas entre especies de electronegatividades
diferentes, modifica la carga superficial del compuesto resultante, (Malhotra y col.,
2009). Al comparar el potencial ¢ entre las NPs vacias y las cargadas con MPS-Dex
10kDa, sugiere que la macromolécula fue incorporada en la matriz Qs/TPP, Tabla Ill.
Esta reduccion de la carga podria apoyar el supuesto de posibles interacciones entre
las cargas positivas del grupo amino del Qs y la electronegatividad de los atomos
presentes en el MPS-Dex asi como, la interaccién iénica con el TPP.

Estimacion del contenido del farmaco y la eficacia de captura en las NPs

El contenido de MPS en las NPsyps.pex-0s €ncontrado, fue de 1,1% =+ 0,1, lo que
correspondio a la carga real del farmaco en las NPs. La eficacia de captura en términos
de MPS fue de 45 + 10 %. Estos ensayos preliminares nos sugieren continuar con
estos estudios, de tal manera de evaluar si estos resultados son satisfactorios en la

obtencion del efecto terapéutico y disminucion de la frecuencia de administracion.
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Liberacion in vitro

A pH fisiologico se observé un equilibrio hidrolitico de liberacién tanto de MP como
MPS. Estos compuestos fueron cedidos de forma continua durante las primeras horas,
lo que podria corresponder con una rapida liberacion debido a que parte del compuesto
activo se encontraba en la superficie de las NPs. A partir de las 24 horas, el proceso se
hizo mas lento y hacia la formacion de mayor concentracion del compuesto
terapéuticamente activo (MP). Esto podria deberse a que el MPS-Dex se encontraba
en las zonas internas de las NPs, y para la liberacion de la MP involucra procesos como
su hidrdlisis del Dex, la difusién a través de la NPs y la erosion de estas dltimas. En la
Figura 6, se encuentra el perfil de liberacion expresado en términos de MPS. Este
comportamiento indico la capacidad que tiene esta formulacién para comportarse como
mobdulo de cesién de farmaco in vitro, por lo que se debe continuar trabajando en
préximos estudios con fluidos oculares para conocer la influencia del medio biolégico en

el proceso de liberacion.

CONCLUSIONES

Todos estos halagadores hallazgos revisten singular importancia, ya que nos permiten
afirmar el posible potencial que presenta el desarrollo de formulaciones oftalmicas de
polimeros solubles en agua, biocompatibles y biodegradables que beneficien el
tratamiento de las enfermedades intraoculares. El Qs fue capaz de encapsular el
compuesto farmaco-polimero y crear una nueva formulaciéon de tamafio nanométirco
(polimero terapéutico/nanoparticula), con una buena dispersabilidad en agua y con
caracteristicas deseables para el sistema ocular, que podria evidenciar un eficiente

sistema de liberacion prologada in vivo que reduzca la frecuencia de administracion,
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ofreciendo una excelente alternativa que proporcione un mayor grado de satisfaccion y

mejore la calidad de vida para los pacientes.
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Tabla |

Resumen de los datos obtenidos de la distribucién del tamafio de las
NPspps-pex-qs €mitido por el Nanotrac NPA250 Ultra.

NPSnmps-Dex-Qs NPSnmps-Dex-Qs
antes de la dialisis después de la dialisis
Volumen medio Volumen medio
NUmero medio 76.6 Numero medio 1453
__(nm) __(nm)
Area media 1117 Area media 231.9
(nm) (nm)
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Tabla Il.

Comportamiento del tamafio de las NPsyps.pex-qs durante el proceso de elaboracion

NPSmps-Dex-Qs

Tamarfio de las particulas
Volumen medio (nm) £ DSR

Antes de la dialisis 154 + 12
Después de la didlisis 334
En microparticulas/ lactosa 128 + 10
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Potencial ¢ de MPS-Dex y de las NPs de Qs en agua bidestilada

Tabla Il

Potencial ¢
Nombre
(mV) £ DSR
MPS-Dex -30 £ 0,59
NPs Qs vacias +50+1,81
NPSMPS-Dex-Qs +33 + 1,97
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Figura 1. Micrografia de NPsyps.pex-gs liofilizadas.
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Figura 2. Micrografia de NPsyps.pex-os suspendidas a pH acido.

24



25
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Figura 3. Micrografia de una dispersion acuosa de microparticulas de NPSyps.pex-
os/lactosa, secadas por atomizacion.
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Figura5. Distribucion del tamaf o de las microparticulas de NPS mpsDex-asiatosa.
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Figura. Perfil de liberacion de MPS mpsoewas &0 buffer (pH=7 21 a 37°C
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