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Introduccion
Las ciclodextrinas (CDs) son un grupo de

oligosacaridos  ciclicos,  obtenidos  por
degradacién enzimatica del almidén. Estan
compuestas  por unidades de a-14-

glucopiranosa unidas entre si, formando una
estructura tipo cono truncado con una cavidad
interna hidrofdbica. Estas pueden contener mas
de 15 unidades de glucopiranosa, aunque las
mas abundantes contienen 6 (a-CD), 7 (B-CD) y
8 (y-CD) wunidades. En aplicaciones
farmacéuticas, la B-CD y sus derivados son los
mas ampliamente utilizados, en particular la
hidroxipropil-p-ciclodextrina (HP-p-CD). Esta CD
presenta una elevada solubilidad acuosa, una
toxicidad inferior asi como una cavidad mas
hidréfoba comparada al compuesto de origen (1).
Los complejos formados pueden proporcionar al
huésped estabilidad, aumento de su solubilidad,
biodisponibilidad y reduccion de efectos
adversos (2). Ademas, se ha descrito en la
literatura la capacidad de aumentar la capacidad
de carga de liposomas y microparticulas (3).
Igualmente, son capaces de modificar el perfil de
liberacidn del farmaco encapsulado (2,4).

En este contexto, se ha diseflado y preparado
conjugados entre nanoparticulas de Gantrez y
diferentes  ciclodextrinas para evaluar su
capacidad como transportadores de farmacos
por via oral.

Gantrez AN es un copolimero entre metil vinil
eter y anhidrido maleico (PVM/MA) y se ha
descrito su uso en la industria farmacéutica como
espesante, estabilizante de soluciones acuosas,

componente de adhesivos dentales, parches
transdérmicos y excipientes en comprimidos
bucales (5).

Asi, el objetivo general de este trabajo es
combinar las propiedades de inclusion de las
ciclodextrinas con la capacidad de las
nanoparticulas de Gantrez de modificar la
liberacion del farmaco y hioadhesion en zonas
especificas del tracto gastrointestinal.

Materiales

La B-CD fue obtenida de Sigma - Aldrich
(Steinheim, Alemania) y la 2-hidroxipropil - B -
ciclodextrina de RBI (Masachusset, Estados
Unidos). El copolimero de metil vinil eter y
anhidrido maleico (PVM/MA) donado por ISP
(Barcelona, Espafia). La acetona y etanol fueron
obtenidos de VWR Prolabo (Fantenay sous Bois,
Francia). El aparato utilizado para el analisis
HPLC fue en modelo 1100 de la serie LC de
Agilent (Waldbronn, Alemania), acoplado a ELSD
2000 Alitech (lllinois, Estados Unidos). La
columna, Zorbax Eclipse XDB — Phenyl, 2.1 mm
X 150 mm, 5um, de Agilent Technologies
(Waldbronn, Alemania). El Polietilenglicol 6000
(PEG 6000), utilizado como estandar interno, el
acetonitrilo (grado HPLC) fueron obtenidos de
Merk (Darmstadt, Alemania).

Preparacion de los conjugados NP - CD

La preparacion de las nanoparticulas de
PVM/MA se ha realizado por el método de
desolvatacion. Dos procedimientos diferentes



han sido ensayados. El primero (llamado Método
A) consiste en la desolvatacion del polimero
mediante la adicién, a una solucién organica del
polimero, de un primer disolvente polar (miscible
con la disolucion del polimero) y posterior adicion
de un segundo liquido no-disolvente, en este
caso una solucion alcohdlica. Para ello el
copolimero se disuelve en un volumen concreto
de acetona y se adiciona sobre ésta una solucion
hidroalcohdlica. Las particulas se forman
instantaneamente en el medio, bajo apariencia
de suspension lechosa. Estas nanoparticulas se
incuban durante diferentes tiempos con las CDs.
El llamado Método B consiste en dispersar la
CD, mediante sonicacion, en un volumen
concreto de acetona y afiadir ésta sobre la
solucion de polimero disuelto previamente. Se
incuba la mezcla, bajo agitacién constante,
variando entre 0 y 60 minutos el tiempo de
incubacién. Finalmente se procede a la
formacién de las nanoparticulas por el mismo
procedimento que el Metodo A.

Posteriormente, se retiran los disolventes
organicos (etanol 'y acetona) mediante
evaporacion bajo presion reducida, quedando las
particulas en una suspension acuosa estable. El
paso siguiente consiste en la purificacion de las
nanoparticulas por ultracentrifugacion.
Finalmente las nanoparticulas purificadas son
liofilizadas, utilizando una solucién de sacarosa
al 5% como crioprotector.

Caracterizacion fisico — quimica

En este trabajo se han preparado diferentes
formulaciones de nanoparticulas, estudiandose
la influencia de diferentes pardmetros de
formulacion y la naturaleza de la ciclodextrina.

La caracterizacion de las nanoparticulas ha
conllevado diversos estudios, que se describen a
continuacion. Dentro de los estudios fisico —
quimicos se determind el tamafio de particula y
la carga superficial de las nanoparticulas, ésta
ultima mediante la medida del potencial zeta.
Ambos pardmetros fueron obtenidos por
espectroscopia de correlacion fotonica, utilizando
un Zetasizer nano Z-S (Malvern Instruments,
Reino Unido). Igualmente, se determind la
eficacia de encapsulacion. Para ello, la
cuantificaciéon de las CDs encapsuladas en las

diferentes formulaciones, se llevd a cabo
desarrollando un novedoso método de HPLC
acoplado a un detector tipo ELSD (evaporative
light — scattering detection). La fase mouvil
utilizada, consistente en una mezcla de agua -
acetonitrilo  en gradiente y la columna
seleccionada, ZORBAX Eclipse XDB-Phenyl,
proporcionan una buena resolucion
cromatogréfica. Los sobrenadantes recogidos
tras el proceso de purificacion de las
formulaciones, se diluyeron a 10 ml en agua
purificada. Una alicuota del sobrenadante se
analizd mediante esta técnica, utilizando PEG
6000 como patron interno.

Resultados y Discusién
1. Optimizacion de
conjugados NP - CD

Las figuras 1 y 2 muestran  varios
cromatogramas  relativos al  estudio de
cuantificacion de la cantidad de CD asociada a
las nanoparticulas de Gantrez. Como puede
observarse los picos se resuelven bien y el
método cromatografico permite cuantificar las
dos CDs y el copolimero utilizado como matriz de
las nanoparticulas.
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Figura 2: Cromatograma correspondiente a NP
asociadas a 2-HP--CD.



Posteriormente se estudio la influencia de
método de conjugacion entre la CD y las
nanoparticulas y del tiempo de incubacion en la
eficacia de asociacion. La figura 4 resume estos
resultados.
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Figura 4: Influencia de los distintos métodos de
fabricacion y del tiempo de incubacién en la
eficacia de asociacion de las CDs a las
nanoparticulas.

En todos los casos, se observd un tiempo 6ptimo
de incubacion entre la CD y las nanoparticulas
(método A) o el polimero (método B). Este
tiempo de incubacién fue de 30 minutos.

Por otra parte, el método B (incubacion entre CD
y Gantrez previa a la formacién de las
nanoparticulas) demostré ser mas eficaz para
conseguir mayores cantidades de CD asociada a
las particulas. Por Ultimo es de destacar que la
B-CD se asocia de forma mas eficaz a las
nanoparticulas de Gantrez que su derivado
hidroxilado (2-HP-B-CD).

Tras este estudio de optimizacion, se preparan y
caracterizan distintos lotes de estas particulas.
La tabla 1 resume las caracteristicas fisico —
quimicas de estas formulaciones.

2. Caracterizacién fisico — quimica de las
formulaciones

La determinacion de las caracteristicas fisico -
quimicas permitid comprobar coémo,
independientemente de la CD utilizada, las

nanoparticulas presentaban tamafios y cargas de
superficie similares. Ademas esta carga es
similar a la de las nanoparticulas no tratadas con
lo que se puede estimar que la mayor parte de la
CD se encuentra localizada en el interior de las
nanoparticulas y no adsorbidas en superficie
(Tabla 1).

Tabla 1: Caracteristicas fisico — quimicas de las
diferentes formulaciones (media #SD, n=12)

Formulacion |Tamafio| Potencial Qcp
(hm) | Zeta(mV) | (1g/mg)
NP 179+2 | -48.1+0.8 -
B-CD-NP | 14446 | -51.1+8.8 |88.4£9.9
OH-CD-NP | 140+7 | -52.1+3.7 |68.4t4.3

Por Gltimo, y con el fin de confirmar la presencia
de las CDs asociadas a las nanoparticulas, se
realiz6 andlisis elemental para las diferentes
formulaciones (Tabla 2). De estos resultados se
puede observar un aumento importante en la
proporcion de oxigeno en las formulaciones que
llevan la ciclodextrina asociada, asociado a una
disminucion del porcentaje de carbono.

Tabla 2: Resultados de analisis elemental de las

cormulaciones  vacias 'y asociadas a
ciclodextrinas.
Formulacion C H 0 N
(%) (%) (%) (%)
NP 52.52 5.09 42.46 -0.07
B-CD-NP | 4237 5.94 51.61 0.08
OH-CD - NP | 41.27 5.92 52.84 -0.04

En conclusion, el método de fabricacion B
(incubacion entre la ciclodextrina y el Gantrez
previa a la formacion de las nanoparticulas),
parece ser el mas adecuado ya que consigue
mayores eficacias de asociacion de  las



ciclodextrinas a las nanoparticulas,
especialmente para la - CD. De acuerdo con
los estudios de caracterizacion fisico — quimica,
parece ser que la ciclodextrina, principalmente,
esta localizada en el interior de las
nanoparticulas.
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