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Resumen

Las nanoparticulas lipidicas sélidas (SLN) y los transportadores lipidicos nanoestructurados (NLC) son elaboradas mediante
diferentes métodos que incluyen la dispersion de una fase oleosa conteniendo diferentes tipos de lipidos sélidos y/o liquidos,
en una fase acuosa conteniendo una alta proporcién de tensoactivos y co-tensoactivos. Para llegar a obtener dispersiones
de particulas nanométricas estables, se requieren métodos de homogenizacion de alta energia y la formacién de un recu-
brimiento protector de emulsificantes alrededor de las particulas lipidicas. Este trabajo presenta una perspectiva de los dife-
rentes métodos de elaboracién de SLN y de NLC, incluyendo los procesos de esterilizacion y de liofilizacion. Se discuten las
condiciones de operacién y su efecto en las caracteristicas de las particulas, asi como la bondad de los procesos para su esca-
lamiento y produccion en gran escala.

Abstract

Solid lipid nanoparticles (SLN) and nanostructurated lipid carriers (NLC) are produced by the dispersion of an oil phase contai-
ning solid and liquid lipids into an aqueous phase with high surfactants and co-surfactants concentrations. A high energy ho-
mogenization procedure and the formation of a surfactant shell protection over the lipid particle surface are required in order
to make stable nanoparticles. This paper presents an overview of different SLN and NLC production methods. The operation
conditions and the effect of the process variables are discussed, including sterilization and lyophilization processes. The sui-
tability of these processes for large scale production is also discussed.
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Introduccion

La incorporacién de farmacos lipofilicos con baja solubilidad en
los fluidos fisiolégicos, en diferentes presentaciones farmacéuti-
cas, se ha realizado satisfactoriamente mediante varias estrate-
gias entre las que se encuentran: la disminucién del tamafio de
particula, la disolucién de los activos en mezclas de agua-disol-
vente y posterior emulsificacién a alta presion, la precipitacién
del firmaco con un no-disolvente, y la preparacién de microe-
mulsiones o/w, mismas que han sido usadas en nutricién paren-
teral, y administradas por via transdérmica, ocular y oral.

En los ultimos afios se han desarrollado las nanoparticulas soli-
das lipidicas (SLN) como una forma alternativa en la adminis-
tracién de farmacos lipofilicos. Son sistemas coloidales con una
alta proporcién de agua (70-95%), elaborados principalmente a
partir de lipidos fisiolégicos sélidos que tienden a gelificar y a
expulsar el firmaco durante el almacenamiento, presentan ca-
pacidad de carga limitada, son biodegradables y tienen buena
tolerancia'. Las propiedades y la estabilidad de las SLN se han
mejorado mediante la adicién de lipidos liquidos en los que el
farmaco generalmente es mds soluble, dando lugar a nuevos sis-
temas nanoparticulares conocidos como acarreadores lipidicos
nanoestructurados (NLC).

Las SLN ylos NLC presentan las ventajas de los liposomas y de
las microemulsiones y son mds efectivas para la liberacién con-
trolada. Consisten en matrices formadas por un lipido solidi-
ficado con patrones cristalinos especificos, que podrian incluir
nanocompartimentos conteniendo el lipido liquido. Presen-
tan un tamafio de 50-1000 nm y se mantienen estabilizadas en
suspensién acuosa mediante concentraciones relativamente al-
tas de tensoactivos o polimeros hidrofilicos. Estos dos tipos de
nanoparticulas lipidicas (NL) poseen la integridad fisica de las
particulas sélidas de forma definida y preservan la estabilidad
quimica y fisica de sus ingredientes.

Muchos investigadores han desarrollado y optimizando los pro-
cesos de obtencién y escalamiento de las SLN y los NLC, com-
binando elementos de las diferentes técnicas reportadas, tales
como: la homogeneizacién a alta presion, la microemulsificacion
con agitacién a alta velocidad o ultrasonido, la emulsificacién
mediante evaporacién o difusién del disolvente, la doble emul-
sificacién (w/o/w) y la nanoesferonizacién a alta velocidad?. La
liberacién de un compuesto lipofilico a partir de estos acarrea-
dores lipidicos, es el resultado de la combinacién de varios meca-
nismos de particién entre las fases lipidicas que los constituyen,
el tensoactivo y el medio acuoso que los rodea.’

En este trabajo se describen algunos de los métodos para la pre-
paracién de SLN y NLC reportados en los ultimos afios, anali-
zando el efecto que tienen las variables del proceso de produccién
y de escalamiento en las caracteristicas de las nanoparticulas.
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El efecto de los componentes de la formulacién serd analizado
en un trabajo posterior.

Consideraciones generales parala elaboraciéon de
SLNyNLC

Las caracteristicas principales de las SLN y los NLC tales como:
tamafio de particula, grado de dispersién del tamafio, potencial
zeta, eficiencia de carga y cinética de liberacién, estdn determi-
nadas por la naturaleza de la matriz de lipido, por la mezcla de
tensoactivos, la viscosidad de la fase lipidica y de la fase acuosa
en el momento de la emulsificacién, y también por los pardme-
tros de produccién, principalmente por las condiciones de ho-
mogeneizacién y la temperatura.

Los procesos de elaboracién de las SLN y los NLC incluyen
en primer término la preparacién de la fase oleosa mediante la
fusién o disolucién de las grasas. Es aconsejable que los lipi-
dos seleccionados sean analizados por calorimetria diferencial
de barrido (DSC), con el propésito de conocer la posible de-
presién del punto de fusién que puedan sufrir en la mezcla, las
transformaciones polimérficas que presente la matriz del lipido
en funcién de su capacidad de carga y el caricter cristalino de
la sustancia activa incorporada.*

Los lipidos que formarédn la matriz de las NL deberan seleccionar-
se considerando su capacidad para disolver el firmaco que consti-
tuye la carga, de tal modo que presente el coeficiente de particion
mis alto. Dado que el firmaco quedara disperso o disuelto en la
fase oleosa, su concentracién en la matriz pudiera tener un efecto
significativo en el tamafio y en la estructura de las particulas.

El incremento en la capacidad de carga de las NL requiere del
acomodo del fairmaco dentro de las imperfecciones de la matriz,
paralo cual el lipido debe solidificar con un empacamiento cris-
talino poco ordenado y presentar grandes distancias intermole-
culares. Esta situacion se favorece utilizando diferentes tipos de
dcidos grasos o adicionando una entidad quimica diferente, tal
como un aceite’. Si durante la etapa de enfriamiento del proceso
de obtencién de las NL, el lipido cristaliza antes que el firma-
co, se podria producir una separacion de fases dando lugar a un
nucleo con un recubrimiento enriquecido con firmaco, provo-
cando una liberacién inicial intensa una vez que las NL se sus-
pendan en el medio de disolucién. Este fenémeno podria ser el
resultado de usar una temperatura elevada y una alta concen-
tracién de tensoactivos."®

La segunda etapa del proceso consiste en la preparacion de la
fase acuosa, la cual generalmente es una disolucién de alta con-
centracién de tensoactivos, combinados con co-emulsificantes
o con polimeros estabilizadores.

Los tensoactivos tienen un gran impacto en la calidad de las NL,
puesto que son adsorbidos en la superficie de las gotas de grasa,
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formando una barrera estérica que les imparte estabilidad. Exis-
ten diferentes clases de tensoactivos y co-tensoactivos, algunos
de los cuales pueden ser mezclados con el lipido. Su naturaleza
y concentracién debe ser determinada en cada caso.

Las mezclas de tensoactivos generalmente tienen un efecto si-
nergista, produciendo una pelicula interfacial con alta capacidad
de recubrimiento y con viscosidad suficiente para disminuir la
agregacion las particulas durante la produccién y el almacena-
miento’. La adicién de co-emulsificantes (por ejemplo glicolato
s6dico) mejora la estabilidad fisica de las particulas al incremen-
tar los efectos estéricos y la rigidez de la pelicula externa, y al
modificar la carga superficial de las particulas.®

La tercera etapa en la elaboracién de las NL consiste en la for-
macién de una pre-emulsién, mezclando ambas fases en frio o
en caliente, mediante agitacién vigorosa o ultrasonido. La dis-
gregacién de las gotas del lipido (fundido o disuelto) en parti-
culas nanométricas requiere de suficiente energia, por lo que la
homogeneizacién a alta velocidad o a presién debe continuar
durante varios ciclos.

La ultima etapa consiste en la concentracién de la dispersién
acuosa de NL mediante procesos de evaporacién, centrifuga-
cién, ultrafiltracién, secado o liofilizacién, lo que hace mds fd-
cil su manejo y administracién.

Métodos de preparacion de las SLN ylos NLC

Método de homogeneizacién a alta presién

El método de homogeneizacién a alta presién es el mds utili-
zado para la obtencién de NL, ya que puede llevarse a cabo a
altas temperaturas o a temperatura ambiente y puede ser ficil-
mente escalado a nivel produccién. En este método se aplican
fuertes cantidades de energia que generan alta fuerza de corte,
turbulencia, y cavitacién® en el material oleoso, pudiendo pro-
cesar dispersiones hasta de 40% de lipidos, dando lugar a na-
noparticulas con bajo indice de polidispersién (IP). En general
se favorece la formacién de particulas finas incrementando la
temperatura, la presion, y/o el nimero de ciclos de homogenei-
zacién. Presiones extremadamente altas podrian originar la coa-
lescencia de las particulas.*>%10

Elmétodo de homogeneizacién a alta presién en caliente puede ser
considerado como una emulsificacién, mientras que el método en
frio realmente consiste en la molienda de una suspensién de parti-
culas s6lidas, mediante la aplicacién de alta presién’. La mayoria de
las SLN producidas por homogeneizacién en caliente tienen un ta-
mafio inferior a 500 nm con una baja proporcién de microparticulas.
El proceso de homogeneizacién en frio minimiza la exposicién a
la temperatura pero no la evita completamente, ya que es necesario

realizar la fusién del lipido. Las dispersiones obtenidas en frio por
lo general producen particulas de mayor tamafio y distribucién que
las obtenidas en caliente, presentando menos problemas durante el
encapsulamiento del firmaco y durante la cristalizacién.

La principal desventaja del método en caliente es que puede
incrementar la velocidad de degradacién de los activos y/o de
los lipidos acarreadores, asi como provocar cambios conforma-
cionales en las proteinas. En algunos casos los lipidos podrian
permanecer durante varios meses como una masa fundida su-
perenfriada, debido al tamafio de las particulas y a la presencia
de gran cantidad de tensoactivos, lo cual afectaria la liberacién
del firmaco. Esta tendencia se incrementa cuando la matriz se
elabora con grasas duras de glicéridos complejos que no recris-
talizan a temperatura ambiente.>"

El método general de homogeneizacién a alta presién en calien-
te consiste en calentar la mezcla de lipido y firmaco a 5°C-10°C
por arriba del punto de fusién del lipido y adicionarla, mediante
agitacién mecdnica a alta velocidad o ultrasonido, a una disolu-
cién acuosa de tensoactivo mantenida a la misma temperatura'.
En general se recomienda destruir cualquier nucleo cristalino
de la materia prima oleosa mediante un calentamiento prolon-
gado antes de la adicién del farmaco, con el propésito de que se
forme una masa sélida totalmente diferente durante el enfria-
miento'?. La pre-emulsién obtenida de este modo se procesa en
un homogeneizador a alta presién (300-500 bar) durante de 3 a
5 ciclos, a temperatura controlada. Cuando la nanoemulsién se
enfria a temperatura ambiente cristaliza en forma de SLN o de
NLC de acuerdo a la formulacién utilizada.
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Grafica 1. Efecto de la presion de homogeneizacién y del tipo
delipido en el tamaiio de particulade SLN cargadas con citrato
de tamoxifen

a ey .y . L. .. ., .
Cavitaciéon: Formacion de burbujas de vapor o de gas en el seno de un liquido, causada por variaciones en la presion de trabajo.
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Un proceso tipico de homogeneizacién a alta presion consiste en
utilizar una fase lipidica correspondiente al 10% de la formula-
cién total (behenato de glicerilo fundido a 85°C, triy monoglicé-
ridos de dcidos grasos C,, ,, fundidos a 65°C, sin o con la adicién
hasta de 50% de triglicéridos liquidos cdprico—caprilicos)'®. La
masa fundida se mezcla con una disolucién acuosa (Poloxdme-
ro 188 al 2.5%) mantenida a la misma temperatura, dispersan-
do con un agitador a 8,000 rpm durante 30 seg. La premezcla
se homogeneiza en caliente a una presién de 500 bar durante
3 ciclos, después de lo cual se enfria hasta 22°C. La presencia
del aceite da lugar a particulas de menor tamafio con un IP li-
geramente mds bajo.

La presién y el nimero de ciclos utilizados en el proceso de ho-
mogeneizacién determinan el tamafio de particula. En la gra-
fica 1 se puede ver el cambio de tamafio de las SLN formadas a
partir de diferentes lipidos con 3% de taurocolato de sodio como
emulsificante, en funcién de la presién de homogeneizacién,
alcanzando su menor tamafio a 15,000 psi durante 3 ciclos™.
Condiciones mds drasticas provocan el aumento del tamafio de
particula debido a la coalescencia ocasionada por la mayor ener-
gia cinética empleada. El efecto del nimero de ciclos de homo-
geneizacién se aprecia en la tabla 1.

El tipo de lipido no siempre tiene un efecto importante en el
tamafio de particula, pero si en la eficiencia de carga del firma-
co, debido a la forma en que solidifica al interior de la matriz de
las SLN. El behenato de glicerilo (mezclas de mono y diglicé-
ridos) cristaliza con una estructura imperfecta favoreciendo la
solubilizacién del principio activo y aumentando la capacidad
de encapsulamiento.™

El método de homogeneizacién a presién en frio es adecuado
para encapsular firmacos termoldbiles o hidrofilicos. Consiste
en fundir la mezcla de los componentes lipidicos y dispersar-
la a gran velocidad hasta formar microparticulas que posterior-
mente se mezclan con una disolucién acuosa fria de tensoactivo,
homogeneizando a temperatura ambiente (0 més baja), general-
mente a 500 bar durante 5 ciclos.

La difusién que el firmaco pudiera presentar hacia la fase acuo-
sa durante el proceso en frio, podria minimizarse empleando di-
soluciones de micelas sélidas invertidas (SRMS), en las que los
lipidos permanecen (al menos en parte) en estado sélido como
micelas invertidas, con un potencial de solubilizacién que puede
llegar hasta el 6.5%. El procedimiento resulta eficiente en la li-
beracién prolongada de diferentes firmacos, presentando ciertas
limitaciones cuando se trata de sustancias hidrofilicas.!

El proceso de manufactura de las SRMS comprende dos etapas:
a) la preparacién de una mezcla a 60°C de lecitina y triglicéridos
(1:1 p/p) agitando sin calentamiento, hasta la formacién de las mi-
celas en las que se disuelve el firmaco; b) la molienda las SRMS
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Tabla 1. Efecto del nimero de ciclos de
homogeneizaciény del tipo de lipido en el tamaiio de

SLN (um)

Numero | Triestearina | Tripalmitina | Behenato
de ciclos de glicerilo
1 1.6 1.8 0.9
2 0.8 0.7 0.5
3 0.2 0.3 0.4
4 0.3 0.4 0.5

cargadas, dispersando la grasa congelada en una disolucién de po-
lisorbato 80 a 13,000 rpm durante 15-20 min, en una atmdsfera
de nitrégeno liquido y homogeneizando la suspensién gruesa du-
rante 2 ciclos sin presién, y durante 20-30 ciclos a 1000 bar®. La
dispersién obtenida contiene 0.1% de SRMS con un tamafio de
particula de 60-130 nm, un IP de 0.3 y una eficiencia de carga del
37% al 99%, dependiendo de la lipofilicidad del farmaco.

Se han podido elaborar vacunas por el método de homogenei-
zacion a alta presién en frio, mediante la incorporacién de an-
tigenos proteicos en SLN'. La baja capacidad de carga de las
proteinas en las SLN estd determinada por su alto coeficiente
de particién en agua, cuestién que puede mejorarse con el uso
de tensoactivos que actien como estabilizantes de la emulsién.
La incorporacién de lisozima como proteina tipo, muestra que
las SLN retienen la proteina no degradada. El proceso se realiza
disolviendo la proteina en una disolucién acuosa de Poloxdmero
182 (ala concentracién micelar critica) a temperatura ambiente,
e incorpordndola en la mezcla de lipidos fundidos mantenidos
por debajo de 50°C para evitar la degradacién. La fase lipidica
cargada se tritura en presencia de nitrégeno liquido y se disper-
sa con alta velocidad en una disolucién acuosa de tensoactivo,

homogeneizando a 25°C a 1000 bar/3 ciclos."

Método de emulsificacién-evaporacién y emulsificacion-
difusiéon de disoluciones lipidicas

La emulsificacién de lipidos que previamente se han disuelto
en disolventes orgdnicos, permite la incorporacién de firmacos
termoldbiles en las NL; el procedimiento se realiza en una sola
etapa sin necesidad de equipo especial y en condiciones benig-
nas de temperatura. Las principales desventajas de este méto-
do son: la posible retencién de residuos del disolvente (hasta de
100 ppm), la produccién de dispersiones muy diluidas debido a
lalimitada solubilidad del lipido en el material orgdnico (0.1g/L
generalmente), asi como la dificultad de recuperacién de los di-
solventes durante el proceso de escalamiento.

En los métodos de emulsificacién de lipidos a partir de sus di-
soluciones se debe asegurar el equilibrio termodindmico inicial

53



Volumen 39 * Numero 4 ¢ Octubre - Diciembre 2008

en ambas fases, llevando a cabo la saturacién del disolvente con
el agua, y del agua con el disolvente. En el proceso de emulsi-
ficacién-evaporacién los componentes lipidicos y el firmaco se
disuelven en un disolvente inmiscible en agua (por ejemplo clo-
roformo o tolueno) previamente saturado, emulsificindolo a al-
tas temperaturas con una disolucién de tensoactivo en el agua
saturada. Posteriormente el disolvente se evapora a presién re-
ducida, induciendo la precipitacién del lipido y la formacién de
suspensiones casi transparentes conteniendo SLN cercanas a
100 nm, con un intervalo de dispersién estrecho. La obtencién
de particulas mds pequefias (hasta de 30 nm) dependerd de la
carga y del tipo de emulsificante utilizado. La generacién de
particulas extremadamente pequefias podria favorecer su flocu-
lacién durante el almacenamiento, ya que presentan un incre-
mento considerable en el drea superficial y/o una disminucién
en el potencial zeta.”

En el método de inyeccién-difusién preferentemente se utili-
zan disolventes con alta miscibilidad en agua como el alcohol
bencilico y el lactato de butilo (3.8% y 7.7% respectivamente);
también se ha reportado el uso de formato de etilo o metil-etil
cetona. La anfifilicidad del disolvente empleado en la prepara-
cién de NL favorece su difusién en un menor volumen de medio
acuoso y limita la capacidad de solubilizacién de los lipidos co-
munmente usados (tabla 2), dando lugar a la rdpida precipitacion
de las gotas y a la obtencién de suspensiones mas concentradas.
Generalmente también provocan cambios en la conformacién
de las cadenas de las macromoléculas de los emulsificantes, lo
que altera su interaccién con la interfase, modificando la capa
estabilizante y el potencial zeta de las particulas.

La difusién del disolvente y la velocidad de nucleacién se in-
crementan mediante la homogeneizacién a alta presion, mien-
tras que el uso de agitacién magnética (menos violenta) origina
la precipitacién de particulas mds grandes. Un aumento en la
velocidad de agitacién incrementa la velocidad de dispersién
del disolvente y podria disminuir el tamafio de particula; asi

Tabla 2. Solubilidad del monoestearato de
glicerilo en lactato de butilo y en alcohol
bencilico a diferentes temperaturas

Temperatura Solubilidad (mg/mL)
¢©) Lactato Alcohol
de butilo bencilico
40 54 46
45 102 1370
50 1450 1920
55 2025 2830

54

mismo, un incremento en el volumen del disolvente podria al-
terar la estructura de las gotas y aumentar el tamafio de parti-
cula. La adicién de un exceso de fase acuosa acelera la difusién
del disolvente hacia la fase continua, favoreciendo la precipita-
cién de las NL.7

La encapsulacién mediante el método de inyeccién-difusién es
tan eficiente como la que presenta la técnica de emulsificacion-
evaporacién, aunque las particulas presentan algunas diferen-
cias. La carga se incrementa con firmacos de baja solubilidad en
aguay alta solubilidad en el disolvente orgédnico, debido a su baja
capacidad de difusién durante la evaporacién del disolvente™'.
La emulsificacién de Lipoid S100 (en cloruro de metileno) con
una disolucién acuosa de ésteres saciridos de dcidos grasos, me-
diante la técnica de emulsificacién-evaporacién utilizando ul-
trasonido, produce SLN mds pequefias y mds estables debido al
incremento en el potencial zeta. La inyeccién del Lipoid S100
disuelto en acetona dentro de la disolucién acuosa del tensoac-
tivo (mediante chorro fino con aguja de 0.45 mm) también da
lugar a particulas esféricas monomodales pero de mayor tama-
fio y menor potencial zeta. La presencia de carga (paclitaxel)
no altera el tamafio pero si el IP de las nanoparticulas obteni-
das por evaporacién, mientras que en la técnica de inyeccidn, el
tamafio se incrementa hasta tres veces. La estructura cristalina
del lipido dentro de las SLN no se ve afectada por el método.

Cuando el proceso de difusién de disolvente se lleva a cabo a
bajas temperaturas (0°C-25°C) generalmente se incrementa la
eficiencia de la encapsulacién. La rapida precipitacién del lipi-
do en forma de gotas antes de que pueda presentarse la coales-
cencia de las particulas, favorece el depésito del firmaco en la
interfase lipido-agua y disminuye su escape hacia la fase acuo-
sa’. El encapsulamiento de péptidos por este método presenta
ciertas dificultades adicionales, debido a que la mayor parte de
ellos tienen un componente hidrofébico importante que facili-
ta su adhesion a las paredes del equipo. La cantidad de pépti-
do incorporada a las SLN dependera de la formulacién y de las
condiciones del proceso. El efecto de la temperatura no es sig-
nificativo en el tamafio de particula debido a la répida difusién
del disolvente.”

La presencia de polimeros hidrofilicos en la fase acuosa origina
la formacién espontinea de particulas menores a 1 um, ya que
son adsorbidos rdpidamente por la superficie de las gotas for-
madas durante la difusién del disolvente. El alcohol polivinilico
(PVA) produce la agregacién de las SLN cuando el medio acuo-
so es dcido, debido a que el potencial zeta del sistema se encuen-
tra cercano a cero, facilitando la separacién de las particulas por
centrifugacién. Si el medio no estd acidificado, no se lleva a cabo
la coacervacién ni la precipitacién del lipido. El efecto del pH
en la estabilidad de las NL determina las condiciones de prepa-
racién y de aplicacién de las dispersiones de NL.1%2°



La concentracién de la fase acuosa pudiera incrementar el ta-
mafio de particula hasta un valor limite. A baja concentracién
el tamafio de las NL estd determinado por la cantidad de car-
ga en las gotas de lipido, mientras que a alta concentracién, de-
penderd de la masa de las gotas. Este efecto podria disminuir
con la presencia de co-tensoactivos (como el Pluronic F68) en
el agua, dado que mejoran la estabilidad termodindmica de las
SLIN2. Por otro lado, la viscosidad de la fase externa acuosa po-
dria modificar la cinética de difusién del disolvente y también
el tamafio hidrodindmico de las particulas.?’

Laversatilidad del método de emulsificacién-difusion del disol-
vente facilita la obtencién de dispersiones de NL que cumplan
con los requisitos para su administracién intravenosa. Es posi-
ble obtener un producto semitransparente, con particulas me-
nores a 100 nm, con bajo IP, potencial zeta de -31.6 mV, alta
capacidad de carga (4.6%) y una eficiencia de atrapamiento de
87.7%, inyectando lentamente una disolucién de dcido estedri-
co en acetona y de lecitina de soya en etanol, dentro de una fase
acuosa conteniendo poloxdmero 188 y glicerina, evaporando
posteriormente a vacio.?!

Método de microemulsificacion

La preparacién de SLN por el método de microemulsificacién
permite obtener particulas termodindmicamente estables, 6pti-
camente isotrépicas y con un tamafio que puede ser controlado
en el momento de la emulsificacién. El proceso es ficilmen-
te escalable sin necesidad de equipo especializado y con bajo
consumo de energia*’. Las nanoemulsiones obtenidas por este
método contienen altas concentraciones de tensoactivos y co-
tensoactivos, por lo que su uso en humanos se encuentra sujeto
a regulaciones sanitarias.

La elaboracién de SLN por microemulsificacién se logra de-
bido a la cristalizacién de las gotas de lipido dentro del medio
acuoso. El tamafio de particula dependera principalmente del
tipo de tensoactivos y co-tensoactivos, y de las condiciones ex-
perimentales. La optimizacién del proceso comienza realizando
pruebas de solubilidad del fairmaco en los lipidos y solubilizan-
tes, utilizando diagramas de fase pseudoternarios que permiten
seleccionar los componentes de una microemulsion estable, es
decir, aquella que soporte ciclos de enfriamiento-calentamien-
to (de -4°C a 40°C) de 24 h durante 1 semana. Este mecanis-
mo de seleccién da lugar a procedimientos de alta eficiencia de
carga, NL con un tamafio promedio inferior a 200 nm y un IP
inferior a 0.6.%2

Cuando las condiciones de microemulsificacién son violentas
se originan NL con perfiles bimodales. La agitacién median-
te ultrasonido generalmente da lugar a estructuras en las que el
lipido liquido forma nanocompartimentos dentro de la matriz
sélida, incrementando la capacidad de carga de las particulas®.
La afinidad del firmaco por el aceite determinard su velocidad
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Tabla 3. Comparacion de las caracteristicas de las SLN
obtenidas por microemulsificacién y precipitacién

Tamafo | IP | Potencial | Carga
(nm) zeta (mV) (%)
Microemulsifica- 118 0.16 -39.6 30.8
ciéna 70°C
Precipitacién a 69 0.12 -44.8 28.3
partir de etanol

de liberacion, con base en el coeficiente de reparto entre los
nanocompartimentos y el lipido sélido y entre éste y el medio
acuoso. Una microemulsién tipica para obtener SLN se elabo-
ra a partir de 10% de lipido sélido fundido, 15% de tensoacti-
vo y 10% de co-tensoactivo. La fase oleosa tibia se adiciona con
flujo lento o mediante inyeccién con una jeringa termosellada,
dentro de un exceso de agua fria (1:50), dispersando con agita-
cién fuerte o ultrasonido hasta lograr la formacién de gotas del
lipido y su posterior precipitacién. El exceso de agua se remue-
ve por ultrafiltracién o por liofilizacién. La preparacién de al-
gunas NLC se lleva a cabo a partir de behenato de glicerilo y
triglicéridos cdprico-caprilicos, mezclados con una disolucién
acuosa de Lutrol F68 al 1.35%, a 80°C y 8,000 rpm, durante
1 min. La pre-emulsién obtenida debe ultrasonicarse hasta la
homogeneizacién completa, manteniéndose a 5°C por encima
del punto de fusién de los lipidos con objeto de prevenir la re-
cristalizacién’.

Las dispersiones de SLN preparadas por microemulsificacién y
por precipitacion generalmente presentan particulas con carac-
teristicas fisicas equivalentes, que pueden ser esterilizadas por
filtracién (membrana de 0.2 pm) y purificadas mediante didli-
sis. En la tabla 3 se muestran las caracteristicas de SLN conte-
niendo tamoxifén, elaboradas por microemulsificacion a 70°C
(con Epikuron y taurocolato de sodio, emulsificante y co-ten-
soactivo respectivamente) y mediante precipitacion de la diso-
lucién etandlica.?

El porcentaje de encapsulacién de algunos péptidos en SLN obte-
nidas a partir de microemulsiones o/w, puede incrementarse hasta
tres veces en comparacién con el obtenido en una microemulsion
w/o/w, si se aumenta su lipofilicidad mediante la formacién de
un par-iénico del polipéptido con un ién aniénico (taurodesoxi-
colato de sodio-hexadecilfosfato de sodio, 4:1). Con ambos pro-
cesos los perfiles de liberacién del firmaco similares.?*

Otro tipo de componentes poco lipofilicos también pueden ser
encapsulados por microemulsificacién, si previamente se ha-
cen mis lipofilicos mediante la adicién de un coloide protec-
tor. El coloide se encontraria disuelto en el medio dispersante
y fuertemente adsorbido en la superficie de la fase dispersa®.
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La encapsulacién de magnetita (marcador biolégico formado
por hidréxidos ferroso-férricos) utilizando este sistema, se 1le-
va a cabo en dos etapas, primero se forma una emulsién o/w
(oleato de etilo y lecitina de soya a 60°C en disolucién acuosa
de Tween 80) a la cual se le adiciona una suspension lipofilica
de magnetita en dcido oleico. En la segunda etapa se dispersa la
emulsién o/w mantenida de 34°C a 47°C, en 5 partes de agua
a 7°C, provocando la precipitacién de nanoparticulas (de <62
nm) que se lavan por ultrafiltracién y se liofilizan.

Método de emulsificacién mediante membrana

de contacto

Las membranas de contacto (figura 1) se han usado recientemen-
te en la preparacién de SLN, ya que son faciles de usar, aseguran
el control del tamafio de las particulas mediante la seleccion de
los pardmetros de produccién y permiten el ficil escalamiento
del proceso®. Son de cerdmica, usualmente de 40 cm con 1 cm
de didmetro externo y 0.6 cm de didmetro interno, con 7.5 x
102 m? de superficie y poros de 0.1-0.45 um, que se comportan
como capilares paralelos. Contienen una capa activa de ZrO,
sobre un soporte de Al,O,-TiO,. La fase oleosa contenida en
un recipiente presurizado con atmdsfera de nitrégeno, a tem-
peratura regulada por arriba del punto de fusién, se alimenta al
moédulo de la membrana a través de los poros. Por un extremo
se alimenta la fase acuosa también a temperatura controlada, la
cual fluye tangencialmente en el interior, estableciendo contac-
to con los lipidos y desprendiendo las pequefias gotas. El flujo
que sale se enfria con agitacién hasta temperatura ambiente. La
membrana puede ser regenerada hasta recuperar una permeabi-
lidad superior al 80% antes de utilizarse nuevamente.

Los factores que mds impactan el tamafio de las SLN obteni-
das en las membranas de contacto son: a) la cantidad de la fase
lipidica, cuyo aumento satura los poros disminuyendo el flujo e
incrementando el tamafio de particula, y b) la temperatura de
ambas fases, tal como puede verse en la tabla 4. Mayor veloci-
dad en la fase acuosa unicamente facilita el desprendimiento de
las gotas y la homogeneizacién de la dispersién; un aumento en
la presién, incrementa la productividad del proceso, lo cual es
potencialmente util en aplicaciones industriales. Respecto a los

__nin_mj

=> 0O @ O i
O- O- acuosa
Fase oleosa

Figura 1. Representacién esquemaitica de la membrana de
contacto para la preparacién de SLN

56

Tabla 4. Efecto de la temperatura en el flujo de la fase
lipidicay en el tamafio de SLN obtenidas por el proceso
de membrana de contacto

F.L(°C) | FlujoF.L.
55 (m/h.m?)
65
78 0.19

0.21

0.28

Tamarfio Observaciones

(nm)

Este factor
impacta en la
viscosidad de los
lipidos fundidos.
Un mayor flujo
disminuye el
tiempo del
proceso.

200
175
100

F.A.(°C)
50 0.20
60 0.22
70 0.25

Las gotas
solidifican
instantineamente
cuando la F.
acuosa tiene una
temperatura
inferior al p.f.
de las grasas.

Si es mis alto
calienta al lipido
disminuyendo
su viscosidad y
haciendo gotas
mds pequefias.

190
170
125

F.L .= fase lipidica, F.A.= fase acuosa

poros de la membrana, cuando son més grandes aumentan el
flujo, sin que se presente un impacto en el tamaifio debido a la
influencia preponderante de la tensién superficial.

Analisis de las variables de los procesos de elaboracién
de SLNyNLC:

Es importante puntualizar y analizar el efecto de las variables
que intervienen en las diferentes etapas del método de obten-
cién de SLN y NLC y que afectan sus caracteristicas finales.
Las principales variables son:

* Homogeneizacién y emulsificacién:
Presién y nimero de ciclos
Tipo y velocidad de agitacion (mecénica, sonicacion)
Forma de adicién de tensoactivos
Temperatura

* Emulsificacién con disolvente:
Naturaleza del disolvente.
Naturaleza de la fase acuosa
Presencia de polimeros hidrofilicos



Temperatura de las fases
Agitacién
* Concentracién y purificacion de la dispersién mediante seca-
do, centrifugacién y/o ultrafiltracién:
Temperatura
Velocidad
Tipo de membrana
* Liofilizacién:
Presencia de crioprotectores
Temperatura de congelamiento
Velocidad y temperatura de sublimacién

Efecto de las condiciones de homogeneizacién

y emulsificacién

No existe una regla general para seleccionar el tipo de homoge-
neizacién. La fuerza de corte y la cavitacién producidas por el
equipo, determinan su capacidad para disgregar la mezcla. En
equipos con flujo horizontal se puede presentar la flotacién del
material y el bloqueo frecuente de la vélvula, lo cual no ocurre
en equipos con flujo vertical.?”

El impacto de la presién de homogeneizacién y del nimero de
ciclos en las propiedades de las SLN, resulta altamente signifi-
cativa. El tamafio de particula es mucho menor a mayor presién
y mayor nimero de ciclos, dando lugar a suspensiones practica-
mente transparentes que ficilmente pueden flocular y precipitar
durante el almacenamiento™. En el proceso de homogeneiza-
cién en caliente las condiciones usuales de operacién son de
5,000-20,000 psi y de 1-4 ciclos. Las condiciones 6ptimas de-
penden del nivel de los otros factores del proceso, pudiéndose
obtener particulas entre 180-330 nm a 5 ciclos y 6,000 psi. El
numero de ciclos de homogeneizacién podria dar lugar a dife-

4228 FARMACEUTICAS

rentes tipos de NL, debido a la diferente temperatura existente
en la nanoescala, que favoreceria o no, la solidificacién del li-
pido en una determinada estructura cristalina y/o la formacién
de espacios intermoleculares con nanocompartimentos de acei-
te, situacién podria provocar la expulsién del firmaco durante
el almacenamiento.!

La sonicacién es un método de homogeneizacién de ficil ma-
nejo, ampliamente utilizado en la elaboracién de liposomas,
nanoparticulas y SLN. Es muy efectivo para reducir el tama-
fio de particula en lotes pequefios, pero poco eficiente en la re-
duccién de particulas grandes. Su uso prolongado incrementa
el riesgo de degradacién (del lipido o firmaco) y de contamina-
cién con titanio proveniente de la sonda. Este tipo de homo-
geneizacién no siempre es efectivo en la preparacion de NL, ya
que a alta temperatura favorece la coalescencia de las particulas.
En microemulsiones de ibuprofén preparadas a 70°C a partir
de Precirol ATO 5, colato de sodio y Pluronic F68 y sonicadas
a400W, 20Hz, durante 20 min, el incremento de tamafio pue-
de llegar al 30%.%°

La homogeneizacién llevada a cabo combinando la sonicacién
con otros métodos puede resultar muy efectiva. Se obtienen
SLN con alta eficiencia de carga (>90% de clozapina), con un
tamafio inferior a 380 nm y bajo IP, mediante la evaporacién
de la disolucién de farmaco-lipidos (en cloroformo-metanol), la
fusién del residuo y su posterior emulsificacién por ultrasoni-
do (25 min). Este proceso disminuye en mayor o menor grado
la cristalinidad de diferentes tipos de lipidos (tabla 5), mientras
que el firmaco se mantiene en estado amorfo?. La pérdida de
cristalinidad de los lipidos es mucho mayor cuando las disper-
siones de SLN son liofilizadas.

Tabla 5. Efecto de la evaporacién-sonicacion y de la liofilizacién en las caracteristicas cristalograficas de
algunas mezclas de lipidos con clozapina

Pardmetro Mezcla Fisica | Mezcla evaporaday sonicada | SLN Liofilizadas
Trimiristina | p. f. (°C) 57.92 57.4 55.46

AH (J/g) 156.67 154.41 6.58

% cristalinidad* 99.5 98.12 64.3
Tripalmitina | p. f. (°C) 65.09 65.66 62.83

AH (J/g) 185.91 164.45 8.20

% cristalinidad* 98.71 87.3 66.9
Triestearina | p. f. °C 72.69 73.43 68.76

AH (J/g) 170.8 157.83 11.10

% cristalinidad* 98.69 91.2 98.6

*calculada de acuerdo a la cristalinidad de las materias primas
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Tabla 6. Efecto de 1a forma de adicion del tensoactivo en
las caracteristicas de las SLN cargadas con (3-elemeno

Lipido Tamafio | Potencial Eficiencia de
% p/p) (nm) zeta(mV) | encapsulacién
(%)
100 P-L 106.5 -32.5 99.3
100 P-A 149.7 -29.8 97.2
(70 P+30 46.7 -34.9 99.8
M)-L
(70 P+30 51.5 -32.7 96.9
M)-A
100 M-L 26.5 -33.7 99.9
100 M-A 32.8 -35.3 98.2

P= Percitrol, M= monoestearina, L=tensoactivo en lipido,

A= tensoactivo en agua.

El uso de ultrasonido combinado con alta velocidad de corte
durante la emulsificacién, da lugar a SLN de alta calidad, con
2% de carga, 88% de eficiencia de encapsulamiento, 106 nm e
IP de 0.28%. La combinacién del procedimiento de sonicacién
por sonda con extrusién a través de una membrana, permite dis-
minuir el tiempo de sonicacién y mejorar la calidad de las NL.
Esta combinacién disminuiria la degradacién y/o volatilizacién
de algunos aceites volatiles (como el f-elemeno) durante su en-
capsulacién en SLN.®

La forma de adicién de los tensoactivos juega un papel determi-
nante en las caracteristicas de las SLN. Cuando se adicionan en
la fase lipidica, el tamafio de particula resulta ser significativa-
mente menor que cuando se adicionan en el agua®. Esto seria
debido a la mayor velocidad de disgregacién de la grasay ala
rapidez con que las gotas se recubren con el tensoactivo, la cual
debe competir con la velocidad de coalescencia de las particulas
lipidicas no recubiertas. La dispersién de los tensoactivos en la
matriz lipidica facilita la formacién de la pelicula protectora, al
orientar la parte hidrofilica del tensoactivo hacia la superficie.
Este proceso es menos eficiente cuando los tensoactivos estin
disueltos en el agua, ya que estarian en menor concentracién
respecto al lipido, cuestién que no favoreceria su adsorcién en
las nuevas superficies formadas durante la homogeneizacién,
dando lugar a particulas mds grandes.

La presencia del tensoactivo en el agua podria disminuir la
eficiencia en la encapsulacién de componentes altamente 1i-
pofilicos, ocasionando el reparto del firmaco en ambas fases y
favoreciendo el depésito del fairmaco sobre la superficie de las
particulas. Este reparto no se observa cuando el tensoactivo se
encuentra en la fase lipidica®. En la tabla 6 se muestra el efecto
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de la forma de adicién del tensoactivo en las caracteristicas de
SLN elaboradas con diferente porcentaje de lipido. El efecto de
la forma de adicién del tensoactivo sobre el potencial zeta de las
particulas, no es significativo.

Efecto de la temperaturay de la concentracion de lipidos

La temperatura de preparacién de SLN y NLC modifica la ener-
gia cinética del sistema, por lo que afecta de forma importan-
te el tamafio de particula, la eficiencia de la encapsulacién y la
carga. E]l cambio es menos significativo en las NLC, ya que su
capacidad de carga estd determinada por el contenido de lipido
liquido. Pocas veces se ha reportado que la temperatura ocasio-
ne un cambio importante en el tamafio de las SLN obtenidas
por el método de emulsificacién-difusién, lo cual es atribuido a
la ripida difusién del disolvente."”

El método de homogeneizacion a alta presién en caliente ge-
neralmente se realiza a 10°C por arriba del punto de fusién del
lipido; cuando se opera a temperaturas inferiores se obtienen
particulas de mayor tamafio con gran dispersion. Si el sistema
se mantiene a temperatura ambiente y se aumenta la presién de
homogeneizacién, se podrian obtener particulas menores a 50
nm con un IP <0.3. Cuando se preparan SRMS homogenei-
zando en caliente y posteriormente enfriando en bafio de hie-
lo, se obtienen particulas de 400-800 nm con un IP de 0.87;
en contraste con esto, si la homogeneizacién se lleva a cabo a
temperatura ambiente, se obtienen particulas de 130 nm y un
1P de 0.46.3

El efecto de la temperatura en las caracteristicas fisicas de las
SLN va a variar dependiendo de la formulacién. Dispersan-
do una fase de monoestearina en acetona-etanol a 0°C en una
disolucién acuosa dcida de PVA y poloxdmero 188, se obtienen

Tabla 7. Efecto de la temperaturay del contenido de lipido
liquido en algunas caracteristicas de NL cargadas con
propionato de clobetazol

Tempera- Contenido de lipido
tura liquido (%)
O 0 | 125 | 25
0 Encapsulacién (%) | 45.14 | 60.12 | 67.17
Carga (% p/p) 226 | 301 | 335
Potencial zeta (mV) | 27.6 | 251 | -21.2
70 | Eficiencia 52.7 | 5924 | 6991
Carga (% p/p) 263 | 296 | 3.48
Potencial zeta (mV) | -20.5 | 207 | -21.8
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Grifica 2. Efecto de la temperatura y del porcentaje de
triglicéridos caprico-caprilicos, en la cristalinidad de las SLN

SLN con una distribucién bimodal y una capacidad de carga
ligeramente menor que las obtenidas a 70°C (monomodal con
bajo IP). Cuando la formulacién contiene diferentes proporcio-
nes de lipido liquido (miglyol: triglicéridos cdprico-caprilicos),
la temperatura no altera en forma significativa el tamafio y dis-
tribucién de las particulas, aunque tiene un efecto en la capa-
cidad de carga, de acuerdo al porcentaje de lipido liquido®. El
potencial zeta de las particulas obtenidas a 0°C es mayor y mds
dependiente de la proporcién del aceite, que el de las particulas
obtenidas a 70°C (tabla 7 y gréfica 2). La cristalinidad de la ma-
triz lipidica y la distribucién del liquido dentro de la matriz s6-
lida, también se verd afectada con la temperatura, dando como
resultado diferentes perfiles de liberacién in vitro, con un perfil
bifasico a partir de las NLC elaboradas a 70°C."

Cuando la termorregulacién y las condiciones de homogenei-
zacion son insuficientes para controlar las caracteristicas de las
NL, la adicién de un aceite menos viscoso (como el miglyol) fa-
cilita la dispersién de la fase oleosa y mejora la distribucién del
tamafio de particula. Grandes cantidades de lipido liquido ori-
ginan un incremento en la viscosidad superficial y una dismi-
nucién del potencial zeta de las NL, aumentando la velocidad
de crecimiento durante el almacenamiento a 25°C.°

Con un incremento de temperatura de 20°C por arriba del pun-
to de fusién y aumentando la concentracién del lipido, es po-
sible obtener dispersiones de SLN de consistencia semisélida,
con particulas coloidales formando un reticulo lipidico estruc-
turado. Dispersiones al 30%-50% de palmitato de cetilo ho-
mogeneizadas a 85°C, durante 3 ciclos a 500 bar, dan lugar a
nanoemulsiones o/w de alta viscosidad, que preservan su tama-
fio coloidal debido a la recristalizacién de los lipidos y a su baja
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posibilidad de difusién®2. Se puede obtener un reticulo interno
con alta concentracién de particulas, homogeneizando 50% de
lipidos mediante alta presién y adicionando cantidades sucesi-
vas de 20% del lipido sin dejar de agitar a alta velocidad, hasta
alcanzar una concentracién total de 95% (figura 2). Dispersiones
de este tipo son mds faciles de concentrar y pueden ser utiliza-
das como agentes granulantes o humectantes en la elaboracién
de pellets o tabletas.!

Efecto de las condiciones de secado, diilisis,
ultrafiltracién y centrifugacion

Dado que las dispersiones de SLN o NLC usualmente contienen
una baja proporcién de particulas, requieren de un tratamiento
de secado, ultrafiltracién y/o centrifugacién, que permita obte-
ner un producto final mas concentrado.

Para la obtencién de un polvo con tamafio de particula contro-
lado se ha propuesto un método de secado en frio, de bajo costo,
que puede ser utilizado como un proceso alternativo a la liofi-
lizacién, el cual no requiere etapa de congelamiento y dismi-
nuye el fenémeno de aglomeracién®. El equipo consiste en un
minidesecador de plexiglas formado por dos cdmaras, una de
las cuales contiene alimina basica como sustancia desecante y
la otra contiene pequefias bandejas donde se colocan las disper-
siones de NL. Funciona a vacio y estd termorregulado dentro
de un intervalo de temperatura de 2°C a 20°C, con una mezcla
de agua-propilenglicol.

Se ha reportado que la cinética de secado de dispersiones al 20%
de SLN en este equipo, no se altera con la eliminacién previa de
los tensoactivos y co-tensoactivos (Epicuron 200 y taurocolato)
ni con el uso de crioprotectores. Si el proceso se lleva a cabo a
temperaturas inferiores a 10°C, el tamafio de las particulas per-
manece casi igual al que tenian originalmente; a mayores tempe-
raturas se presenta un aumento importante en el tamafio (tabla
8), pero relativamente menor al producido durante la liofiliza-
cién. La temperatura incrementa marcadamente la velocidad de
secado como consecuencia del aumento en la presién de vapor
(0.4 Paa 20°C). El proceso muestra una cinética que se aproxi-
ma al orden cero con respecto al contenido de agua.®

+ 10 g lipido + 10 g lipido
50 g lipido 60 g lipido 70 g lipido
—» —» —»
50 g agua 50 g agua 50 g agua <
50%-50% 55%-45% 58%-42% etc...

Figura 2. Proceso de produccién de dispersiones semisélidas
con elevadas concentraciones de NL
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Tabla 8. Efecto de la temperatura en el didmetro promedio y en el IP de dispersiones de

SLN desecadas
Temperatura (°C) | Tiempo (h) Didmetro (nm) Indice de polidispersién
Inicial | SLN secas | Inicial SLN secas
2 96 65 72 0.18 0.12
5 88 69 76 0.20 0.13
8 70 72 84 0.15 0.10
10 56 71 80 0.08 0.04
15 48 72 224 0.20 0.20
20 24 70 390 0.15 0.38

Las dispersiones de NL usualmente se concentran evaporan-
do el exceso de agua a presién reducida (10-30 mbar, 30 min)
o por filtracién a través de membranas de 0.45 wm. Cuando el
producto se obtiene mediante el proceso de emulsificacién-eva-
poracién, debe filtrarse inmediatamente después de la evapo-
racién del disolvente y enfriar enseguida a 0-2°C para lograr la
solidificacién de las SLN.?!

La técnica més popular empleada en la separacién de NL es la
ultracentrifugacion, ya que las particulas contenidas en la fase
acuosa sedimentan a la misma velocidad que la mayoria de los
coloides (40,000-100,000 g durante 0.5 a 1.5 h). Para cierto tipo
de productos puede ser de utilidad la centrifugacién en condi-
ciones menos drésticas (20,000 rpm/3min).

La ultrafiltracién se emplea principalmente para eliminar el ex-
ceso de tensoactivos y co-tensoactivos cuya presencia podria pro-
vocar la inestabilidad de las NL durante la esterilizacién, y para
que las dispersiones cumplan con la regulacién sanitaria. Gene-
ralmente se realiza la ultrafiltracién centrifuga o ultrafiltracion a
baja presién, utilizando diferentes tipos de membranas con poros
entre 10 y 20 nm. Los sistemas mds recomendados son:

* TCF2 6 TCF10A con membrana Diaflo YM 100, 100,000 Da.
Usualmente 100 mL de la dispersién original se concentran a un
volumen de 20 mL, a los cuales se les adiciona el mismo volu-
men de agua y se reconcentran nuevamente a 20 mL, repitiendo
3 veces el lavado. Este proceso también elimina casi la totalidad
del alcohol bencilico utilizado en el método de emulsificacién-
difusién, dejando un residuo cercano a 30 ppm.”243334

* Minitan equipado con membrana de polisulfona de 300,000
Da (PTMK). Permite la obtencién de una microemulsién es-

table que puede ser sometida a liofilizacién.”

* Equipo Millipore con membrana de PM 100,000 PXB100C50.
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No es efectivo en la purificacién de dispersiones con nanoparticu-
las lipidicas muy pequeiias o de baja densidad.®

En la purificacién de las dispersiones de NL también se ha uti-
lizado la didlisis contra agua, durante 5 dias a temperatura am-
biente, en un tubo Visking (18/32 in) de 12,000-14,000 Da.*

La liofilizacién pudiera ser una mejor opcién para muchas dis-
persiones conteniendo nanoparticulas lipidicas muy pequedias
o de baja densidad que no pueden ser separadas completamente
por ultracentrifugacién o ultrafiltracion. Tal el es caso de dis-
persiones preparadas por el método de difusién de disolvente
en medio acuoso con PVA, cuyas SLN se quedan en alta pro-
porcién en el medio acuoso. El secado por liofilizacién podria
dar lugar a la retencién adicional de otros componentes como

el exceso de PVA.°

Efecto de las condiciones de liofilizacion

Laliofilizacién permite transformar las dispersiones liquidas de
NL en polvos con buenas propiedades fisicas, quimicamente es-
tables y facilmente redispersables en agua. El tratamiento ge-
neralmente requiere de la adicién de crioprotectores, sustancias
hidrofilicas que mejoran la velocidad de liofilizacién y previe-
nen el crecimiento ocasionado por la presién que ejerce el agua
congelada en el interior de las particulas. Su eficiencia depen-
de de la matriz lipidica de las NL y de las condiciones del pro-
ceso de liofilizacién.

El crioprotector es efectivo cuando protege a las nanoparticulas
durante el congelamiento, que es la primera etapa de la liofiliza-
cién. Su presencia disminuye la actividad osmética del agua en
las muestras congeladas favoreciendo el estado amorfo, a la vez
que forma barreras que previenen el contacto entre las particu-
las e interaccionan con las cabezas polares de los tensoactivos,
actuando como una envoltura pseudohidratada. Los crioprotec-
tores mds usuales son: manitol al 10%, glucosa al 5%, trehalosa



de 5-15%, fructosa, y poloxdmero 188. La trehalosa se ha repor-
tado como la mds efectiva, sin embargo, la fructosa ha mostra-
do mejores resultados después de la reconstitucion del polvo'™**.
En algunos sistemas cierto tipo de ésteres de dcidos grasos y la
alta concentracién de tensoactivos favorecen la estabilidad du-
rante la liofilizacién, ya que pueden formar una barrera estérica
alrededor de las particulas.’®

La velocidad de enfriamiento es un pardmetro critico en la lio-
filizacién, efecto que depende del crioprotector usado. En ge-
neral un congelamiento rapido (sumergiendo el vial dentro de
nitrégeno liquido o goteando la dispersién en el nitrégeno) fa-
vorece la formacién de cristales pequefios de estructura hetero-
génea o amorfa, que permiten el escape de vapor de agua a gran
velocidad al inicio del proceso, y mds lentamente a medida que
se va produciendo una masa sélida con poros finos. Un enfria-
miento lento dejaria una estructura cristalina con grandes po-
ros que favorecerian la rdpida sublimacién del agua durante el
proceso de secado.

La formacién de cristales mds grandes con una estructura mds
homogénea y la transformacién de una forma metaestable o
amorfa en una cristalina estable, puede logarse congelando a
una temperatura suficientemente baja y enseguida elevindola
rapidamente hasta que las particulas sélidas empiecen a colap-
sar. La temperatura se mantiene constante por un tiempo y nue-
vamente se enfria hasta alcanzar las condiciones del proceso de
secado. Para evitar el deshielo de la muestra es aconsejable de-
terminar la temperatura éptima mediante analisis por DSC®.
El uso de temperaturas extremadamente bajas (-196°C) duran-
te el congelamiento da lugar a la formacién de mayor nimero
de agregados durante la reconstitucién del polvo.

La liofilizacién de dispersiones de NL generalmente se lleva
a cabo en las siguientes condiciones: congelacién de -25°C a
-75°C, secado a 20°C, a una presién de 3 mm Hg o 45 mbar
durante 24-36 h. El proceso de liofilizacién generalmente afec-
ta la cristalinidad de algunos lipidos que forman las particulas,
tal como se mostré en la tabla 5.

Efecto de las condiciones de esterilizacién

Los productos para administracién parenteral o pulmonar tie-
nen que ser estériles, para lo cual las dispersiones de NL que
van a ser utilizadas con este propdsito, se someten a un proceso
de esterilizacién después de su concentracién y purificacién, o
bien, se producen en condiciones estériles. El proceso de este-
rilizacién no deberd cambiar las propiedades fisicas, la estabi-
lidad quimica ni la cinética de liberacién de las NL, razén por
la cual algunas formulaciones no pueden ser esterilizadas por
los métodos usuales.

La esterilizacién por calor es sin duda el método mds aplicado
para las dispersiones de NL, a pesar de que el calentamiento en
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autoclave a 121°C, 2 bar, durante 15 min, deteriora las particu-
las en mayor o menor grado, dependiendo de sus componentes
y del medio en el cual se encuentren dispersas. Los lipidos pre-
sentes en las matrices de NL funden durante el calentamiento
y podrian modificar el tamafio de particula durante el enfria-
miento, debido a la coalescencia que pudieran presentar las na-
nogotas antes de su solidificacién. La recristalizacién en aquellas
NL alas que se les ha impartido caracteristicas especiales diri-
gidas a modular el perfil de liberacién, mediante el control de
los pardmetros de produccién, estaria fuera de control después
del proceso de esterilizacién en autoclave y se perderian dichas
caracteristicas; este problema disminuye si el enfriamiento es
lento**. La pérdida de estabilidad fisica de las particulas cau-
sada por el proceso de esterilizacién con calor, se presenta con
mayor frecuencia cuando previamente se ha eliminado el exce-
so de emulsificantes en las dispersiones, mediante didlisis o ul-
trafiltracién.

La temperatura afecta la movilidad e hidrofilicidad de los emul-
sificantes y de los estabilizantes poliméricos, por lo deben ser se-
leccionados en forma cuidadosa, de tal forma que garanticen la
estabilidad fisica de las NL después de ser esterilizadas por ca-
lor. La temperatura que se alcanza durante la esterilizacién en
autoclave puede ser mayor que la temperatura critica de flocula-
cién de algunos polimeros del tipo del poloxdmero (75.5°C), lo
que causa la deshidratacién de las moléculas poliméricas adsor-
bidas, provocando que la capa de recubrimiento colapse y facilite
la agregacion de las particulas. Disminuyendo la temperatura y
aumentando el tiempo de exposicién, podria reducirse este fend-
meno en forma importante. Una temperatura de 110°C dismi-
nuiria sustancialmente la posibilidad de agregacién de las SLN
que contengan poloxdmero en ausencia de iones.*

Tabla 9. Efecto de la estearilamina en el tamafioy en el
potencial zeta de SLN cargadas con clozapina, antesy
después de su esterilizaciéon por calor

Formulacién Tamano (nm) Potencial zeta (mV)
de SLN i i
Antes | Después | Antes | Después

Trimiristina 225 516 1.1 -39
Tripalmitina 223 536 0.2 -5.7
Triestearina 266 616 4.1 -4.3
Trimiristina- 150 289 33.2 -6.0
estearilamina

Tripalmitina- 163 354 23.2 0.7
estearilamina

Triestearina- 97 287 21.3 -7.2
estearilamina
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La presencia de electrolitos en la formulacién de NL, puede in-
fluenciar fuertemente la temperatura critica de los poloxdmeros y
las caracteristicas de las particulas al modificar su potencial zeta,
por lo que los iones se consideran como agentes deteriorantes de
la estabilidad. Ciertos farmacos como la tetracaina y el etomida-
to pueden provocar una distorsién en las propiedades mecdnicas
de la pelicula interfacial de tensoactivos en las NL durante la es-
terilizacién por calor®. La presencia de estearilamina utilizada
en algunas formulaciones como estabilizante de la carga, puede
provocar un aumento en el tamafio hasta de tres veces, en SLN
conteniendo clozapina, y dependiendo del triglicérido, modi-
ficar considerablemente su potencial zeta (tabla 9)*. Por otro
lado, dispersiones de NL esterilizadas por vapor, a las cuales se
les ha adicionado algunos estabilizantes como la lecitina, sola-
mente muestran un ligero incremento en el tamafio y en el nd-
mero de microparticulas.*®

El efecto de la temperatura en el crecimiento de las particulas
durante la esterilizacién, puede disminuirse modificando la su-
perficie de los viales de vidrio y utilizando una baja concentracién
de lipidos (2%), cuestién que evita la gelificacién de la disper-
sién. El uso de una atmdésfera inerte que elimine el diéxido de
carbono y aumente el pH del medio, también genera un efecto
protector, lo cual sugiere que ciertas reacciones quimicas lleva-
das a cabo en medio dcido pueden contribuir a la desestabiliza-
cién de las particulas®. Asi, SLN conteniendo acido behémico
y dcido estedrico aumentan al doble su tamafio al ser esteriliza-
das por vapor, problema que no se presenta cuando las SLN se
elaboran con otro tipo de componentes.*®

Tabla 10. Caracteristicas de diferentes tipos de
homogeneizadores utilizados en el escalamiento de

dispersiones de NP

Caracteristica Lab 40 Lab 60 Gaulin 5.5
Nuimero de 1/1 2/2 3/2
pistones/
valvulas
Presién de 100-1500 50-500 50-500
operacién
(bar)
Capacidad 40 mL/ciclo | 60 L/h 150 L/h

- 10 L (max) | 50 L (max)
Tipo de lote Discontinuo | Continuo Continuo
Escala de Laboratorio | Lote Lote
operacién clinico produccién
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La filtracién puede ser un proceso de esterilizacién aplicable a
las dispersiones de SLN, de manera similar a como se emplea en
las microemulsiones para nutricién parenteral. Las nanodisper-
siones deben ser filtradas en estado liquido mediante el uso de
presién, de tal modo que todas las particulas puedan pasar por
el filtro, independientemente que después del enfriamiento ad-
quieran un tamafio mayor al de los poros. No deben ser filtra-
das dispersiones con particulas mayores de 0.2 pm.!

La esterilizacién por radiacién con rayos y representa una alter-
nativa para productos que no pueden ser tratados con otros mé-
todos. Este proceso origina un incremento en el tamafio de SLN
elaboradas con poloxdmero y estabilizadas con lecitina, menor
que el causado por el vapor de agua a 121°C y similar al produ-
cido a 110°C. Se ha dicho que la esterilizacién por rayos y pue-
de provocar cambios quimicos en los componentes debido a la
formacién de radicales libres y causar inestabilidad en las par-
ticulas, hecho que no ha sido completamente comprobado. La
formacion de especies como lisofostatidos o dcidos grasos libres,
actuarian a favor de la conservacion de particulas pequefias, aun-
que podrian originar algunos problemas toxicolégicos.?

Presentacion final de las dispersiones de SLN y NLC

La incorporacién de las dispersiones de NL en geles o en cre-
mas o/w de aplicacién tépica, facilita su administracién y me-
joran su estabilidad fisica a largo plazo, al mismo tiempo que le
imparten caracteristicas de liberacién controlada a la presenta-
cién farmacéutica.*

El acondicionamiento de dispersiones de SLN en hidrogeles de
dextrano-metacrilato, da lugar a un sistema de administracién
oral que no presenta las caracteristicas tipicas de las nanosus-
pensiones; es mds estable, ficil de liofilizar sin la adicién de crio-
protectores y puede ser utilizado en la preparacién de tabletas o
cdpsulas para la administracién sostenida de fdrmacos.?

Las dispersiones de NLC acondicionadas en hidrogeles de car-
bopol mejoran su estabilidad cuando son neutralizados con
trietanolamina, en comparacion con los neutralizados con elec-
trolitos, ya que diminuye el efecto iénico sobre el potencial zeta.
Sin embargo, la trietanolamina puede inducir la precipitacién
de los tensoactivos no i6nicos y de otros componentes que se
encuentren en alta proporcién. La disminucién del potencial
zeta favorece el crecimiento de las particulas y la formacién de
un pseudogel altamente dependiente de la cristalinidad de la
fase lipidica.?>%

Escalamiento del proceso de obtencién de nanoparticulas
lipidicas

El escalamiento es una parte importante del desarrollo del pro-
ducto, cuando va a ser elaborado en escala industrial. El escala-
miento de los procesos de obtencién de NL por homogeneizacién
a alta presién y microemulsificacién, ha sido exitoso y cumple con



la regulacién sanitaria de las Buenas Précticas de Fabricacion, lo
que hace posible emplearlos para la produccién de dispersiones
de NL hasta un nivel medio?. Diferentes formulaciones han sido
escaladas mediante el uso de homogeneizadores de pistén de di-
ferente capacidad (Lab 40, Lab 60 y Gaulin 5.5) que operan en
condiciones de temperatura y presién controlada. Sus caracte-
risticas principales se muestran en la tabla 10.3%3%4

Lahomogeneizacién en el Lab 40 durante varios ciclos requiere
alimentar el producto en cada ocasién. En el Lab 60 la disper-
sién pasa a través de dos vélvulas de homogeneizacién median-
te un sistema de alimentacién continua. La primera opera a una
presién de 500 bar y la segunda a 50 bar, lo cual genera una
presién de rebote que redispersaria las gotas que han presenta-
do coalescencia o agregacion. El ajuste de la temperatura en el
tanque de alimentacién (temperatura de produccién) y en el re-
cipiente del producto (temperatura de enfriamiento) se realiza
de manera independiente.

Para lotes de 2 kg resultaria mds efectivo el proceso de circula-
cién continua, debido a que en el discontinuo el volumen muer-
to es relativamente alto. Las variables que afectan el tamafio de
particula en este proceso son: el tiempo, la presién de homoge-
neizacién y el nimero de ciclos (graficas 3 y 4). Generalmente
el tamafio de particula se estabiliza después de 15 min y después
de 4 ciclos; en estas condiciones la carga del fairmaco solamen-
te tiene un pequefio impacto®®. El procesamiento de lotes de 10
kg mediante circulacién continua en el Lab 60, se realiza en el
doble de tiempo. La homogeneizacién de lotes mayores de 20
kg, requiere un tiempo de exposicién muy alto, presentindose el
sobrecalentamiento de las grasas en el tanque de alimentacién,

+ Sin carga

= Con carga

£ 1901 2
£
©
2 . = =
€
()
CL L
-g -
2 o
s 1751 *
% hd
=
160 : | ;
0 10 20 30

Tiempo (min)

Grifica 3. Efecto del tiempo de homogeneizacién y de la
cargadelfirmaco en el tamafio de particulade NL obtenidas
en un proceso continuo, a una presién de 500 bar
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ya que se requiere alcanzar una temperatura 10°C por arriba
del punto de fusién y posteriormente enfriar hasta temperatu-
ra ambiente. Este problema no se presenta cuando se utiliza el
Gaulin 5.5 en el cual no recircula el producto, disminuyendo el
tiempo de calentamiento y de produccién.

El equipo Gaulin 5.5 opera con 3 pistones, tiene dos homoge-
neizadores en serie, cuenta con agitacién en atmdsfera inerte
durante el enfriamiento y durante la recristalizacion. Las va-
riables de operacién son el tiempo, la presién y la velocidad de
enfriamiento. Cuando el Lab 60 se combina con el Gaulin 5.5
se disminuye la variabilidad en la presién, se evita la realimen-
tacién y se reduce el tiempo de almacenamiento después de un
ciclo. Cuando se utilizan 500 bar en cada homogeneizador, el
tamafio de particula y la distribucién se encuentran dentro de
un rango altamente aceptable.

Lavelocidad de enfriamiento es un parimetro critico. Si se rea-
liza mediante circulacién de agua a 18°C, el producto presenta
tamafio de particula pequefio con poca distribucidn; si el agua
se encuentra a 8°C, el enfriamiento es dréstico en los primeros
litros de la dispersién, originando la separacién del lipido, su
depésito en las paredes del contenedor y un nimero importan-
te de particulas micrométricas. **

El proceso de homogeneizacién en caliente a gran escala en es-
tos equipos, presenta buena reproducibilidad, encontrdndose
entre lotes una variacién de 10 nm en el tamafio de particula y
una variacién minima en la carga.*

El proceso de secado en lotes de 1 L de dispersiones de SLN
preparadas por microemulsificacién, mediante un equipo que
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Figura 3. Representacion esquemitica de un equipo de
secado a vacio

Donde: 1: tanque de N,; 2: valvula; 3: regulador de presion;
4: filtro 4-8 um; 5: plato perforado; 6: calibrador diferencial
de presion; 7: tanque de evaporacion; 8: bafio termorregulado;
9: alimina; 10: filtro de 5 um; 11: bomba de vacio

utiliza alimina como sustancia desecante, se ha llevado a cabo
con minima variacién en el tamafio de particula. El equipo
cuenta con 12 recipientes de vidrio dentro de un bafio regulado
a 20-60°C donde se coloca la dispersién, funciona en atmés-
fera inerte y baja presién (1.5 mbar)*. En la figura 3 se descri-
be el aparato.

Al inicio del proceso se optimiza el flujo de nitrégeno de acuer-
do a la cinética de secado, a la temperatura y a la concentracién
de la dispersién. Todos los factores experimentales afectan el
tiempo total de secado. La circulacién del gas inerte contribuye
como fuerza impulsora en la transferencia de calor, y su efecto en
la aglomeracién de particulas es imperceptible. El tamafio épti-
mo de las SLN se obtiene a la menor concentracién inicial y a
la maxima temperatura (durante 5 h aproximadamente), o bien,
a alta concentracién y menor temperatura, lo que incrementa el
tiempo de operacién (10 h) y la cantidad de particulas pequeiias.
En este proceso la temperatura tiene un efecto 3 veces menor en
comparacién con el proceso de liofilizacién, y presenta menor
aglomeracioén de particulas y menores costos de operacién en un
proceso de capacidad similar.*!

El proceso de elaboracién de SLN por el método de membra-
na de contacto ha sido escalado a nivel produccién®. La fase
acuosa efluente se enfria hasta temperatura ambiente a una
velocidad de 5°C/h. La optimizacién de la velocidad de flu-
jo del lipido (J) se calcula en funcién de su volumen (V), del
tiempo de interaccién (t) y del drea superficial de la membra-
na (A): J=V/(At*A). El flujo del lipido es proporcional al tiem-
po requerido para la formacién de las SLN. Su valor permite
comparar los resultados obtenidos con diferentes membranas
y diferentes superficies*. La inyeccién de la fase acuosa a una
velocidad de 1.7 m.s! en una membrana de 0.0075 m?, da una
eficiencia de 1.2 L en 12 min. Extrapolando las condiciones

64

para una membrana de 0.34 m?, se podrian preparar 55 L en
el mismo tiempo.

Conclusiones

Los principales métodos de obtencién de nanoparticulas lipidi-
cas reportados en afios recientes son:

a) Homogeneizacién a alta presion. Es ficilmente escalable a
nivel produccién, puede ser llevado a cabo con calentamiento o
en frio. La principal desventaja del método en caliente es que
acelera la descomposicién del firmaco. La homogeneizacién a
alta presién en frio permite la encapsulacién de farmacos ter-
moldbiles e hidrofilicos.

b) Emulsificacién de disoluciones lipidicas mediante evapora-
cién o difusién del disolvente. Se realiza en condiciones de tem-
peratura mds benignas y sin necesidad de equipo especial. Sus
principales desventajas son la posible retencién de residuos del
disolvente y la baja concentracién de NL en las dispersiones. La
versatilidad del método de difusién permite obtener dispersio-
nes de NL de alta calidad.

¢) Microemulsificacién. Se realiza mediante el uso de alta fuerza
de corte, por agitacién mecdnica o ultrasonido. Con este método
es posible la obtencién de nanoparticulas estables a partir de altas
concentraciones de tensoactivos y co-tensoactivos, lo cual limita
su uso para la administracién de fairmacos en humanos.

Generalmente la temperatura y las condiciones de homogenei-
zacion son los factores que mds afectan las caracteristicas de las
NL, ya que determinan el grado de disgregacién particular. La
homogeneizacién a alta presién o con ultrasonido son los mé-
todos mds usuales. Las condiciones de operacién muy drésticas
favorecen la coalescencia de las particulas.

Las caracteristicas del estado sélido al interior de las NL estin
determinadas por la temperatura y por el tipo lipidos utilizado
en la formulacién, condiciones que afectan la eficiencia de carga
del farmaco y en algunas ocasiones el tamafio de particula. Los
emulsificantes, co-emulsificantes y los polimeros protectores en
general presentan un efecto sinergista, formando una capa con
alta capacidad de recubrimiento. Pueden ser incorporados en la
fase oleosa o en la acuosa. En la fase oleosa son mis efectivos;
facilitan la formacién de las gotas y de la pelicula protectora,
originando particulas con mayor capacidad de carga.

Las dispersiones de NL generalmente tienen que someterse a
un proceso que elimine el exceso de tensoactivos y que concen-
tre las NL. Con este fin, usualmente se utiliza la ultrafiltracién
centrifuga o ultrafiltracion a baja presién, utilizando diferentes
tipos de membranas como la Diafo YM 100, 100,000 Da.



La esterilizacién de las dispersiones de NL en autoclave no
siempre se puede llevar a cabo debido a que el calor facilita el
crecimiento de las particulas, limitando el uso de productos des-
tinados a la administracién parenteral. La filtracién por mem-
brana es el proceso de esterilizacién alternativo. La liofilizacién
en presencia de crioprotectores es aconsejable para incrementar
la estabilidad del tamafio de particula de las dispersiones du-
rante el almacenamiento.

El escalamiento de los procesos ha sido exitoso para los méto-
dos de homogeneizacion a alta presién y microemulsificacién,
y su implementacién puede cumplir con las Buenas Pricticas
de Fabricacién.
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