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1. Introduccion

1.1 PENETRACION DE FARMACOS A TRAVES DE BARRERAS
BIOLOGICAS

En las Ultimas décadas, la busqueda de sistemas capaces de superar las barreras
biologicas ha sido la principal fuerza motriz para el desarrollo de nuevas formas
farmacéuticas. Aunque estas barreras que los activos necesitan atravesar para
alcanzar el tejido diana se conocen desde hace mucho tiempo en una forma
genérica, su composicién especifica y comportamiento biolégico ha sido limitado
hasta hace poco. Afortunadamente, los importantes avances realizados en las
Ultimas décadas en el campo de la biologia celular y molecular han permitido
profundizar en el conocimiento de la naturaleza y el comportamiento mecanico de

estas barreras [1].

Los sistemas de administracion de farmacos estan disefiados para interactuar con
estas barreras y facilitar el paso del principio activo al lugar de accién. La influencia
de las barreras biolégicas sobre la biodisponibilidad de los principios activos es
importante en la eficacia de un tratamiento ya que el farmaco debe alcanzar una
concentracion terapéutica en el lugar adecuado y mantenerse en el 6rgano diana el
tiempo necesario para ejercer su accion, entendiendo por tal el medio en el cual un
farmaco esté en posicién de interactuar con sus receptores para realizar su efecto
bioldgico sin que intervengan barreras de difusion. Para alcanzar esta concentracion
adecuada en el lugar de accion es preciso que el farmaco pueda: penetrar en el
organismo a favor de los procesos de absorcion, llegar al plasma y distribuirse por
los tejidos a favor de los procesos de distribucion. Pero el farmaco, tan pronto como
penetra en el organismo, esta sometido a los procesos de eliminacion que
comprenden dos mecanismos: eliminacion por las vias naturales (orina, bilis, saliva,

etc.) y metabolismo o biotransformacion enzimatica [2].

Asimismo, el paso de farmacos a través de dichas barreras esta condicionado por
las caracteristicas fisicoquimicas de la sustancia, en particular, del tamafio, el peso

molecular, el grado de ionizacion (carga eléctrica) y su liposolubilidad. La mayoria
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1. Introduccion

de los principios activos son acidos o bases organicas débiles que en medio acuoso
estan ionizados. La fraccién no ionizada suele ser liposoluble y difunde facilmente
a través de las membranas celulares. La forma ionizada no puede penetrar en las
membranas facilmente, debido a su baja liposolubilidad y elevada resistencia
eléctrica (resultante de la carga de la molécula y de los grupos con carga eléctrica
de la superficie de la membrana). Asi, una sustancia pequefia, poco ionizada y muy

liposoluble atraviesa rapidamente las membranas celulares.

Finalmente, es necesario considerar la forma farmacéutica en la que se presenta el
medicamento como medio facilitador de la biodisponibilidad. La absorcion no es la
misma para una tableta que para una capsula o para una preparacion de liberaciéon
prolongada. En este ultimo caso, el principio activo esté incluido en una matriz de la

gue se libera lentamente.

1.1.1. Caracteristicas anatomofisiolégicas de la via ocular

La aplicacion del farmaco en la superficie ocular (via topica) es el tratamiento de
eleccion en procesos patolégicos superficiales y/o internos del ojo para la
administracion de farmacos no solo por tratarse de un método no invasivo, sino
porque, presenta, ademas, otras ventajas tales como menor coste, mayor seguridad

y mejor aceptacién por parte de los pacientes debido a su facil aplicacion.

El ojo es el 6rgano encargado de producir el complejo fenémeno de la vision. Para
tal fin requiere cierta independencia del medio que lo rodea, logrando mantener sus
estructuras inalteradas para una correcta visién. Sin embargo, esta particularidad lo
convierte en un organo de dificil acceso para las formas farmacéuticas tradicionales
tépicas tales como soluciones, suspensiones y unglentos que no presentan
suficiente efectividad terapéutica debido a la baja biodisponibilidad de los farmacos
gue esta vinculada principalmente a la estructura anatémica vy fisiolégica de la via

ocular [3].
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1. Introduccion

Los procesos fisioldgicos del ojo reducen en gran medida la biodisponibilidad de los
farmacos en la superficie ocular, limitando su absorcion y favoreciendo la

eliminacién del mismo.

La lagrima forma sobre la superficie anterior del globo ocular la pelicula lagrimal.
Esta pelicula lagrimal cumple distintas funciones en el sistema ocular: Optica,
regularizando la superficie corneal; metabdlica, aportando oxigeno a los tejidos;
mecanica, lubricando los tejidos para evitar el dafio por el roce y eliminando residuos
(como vehiculo) y cuerpos extrafios de la superficie anterior; y defensiva,
presentando un pH bajo y moléculas de distinta naturaleza quimica (lisozima, Ig A,
lactotransferrina) para mantener un ambiente antibacteriano y otras funciones tales
como humectante nasal y fotoabsorbente. Todo ello hace que la pelicula lagrimal
sea la primera barrera protectora frente a agentes externos que afecta a la
biodisponibilidad de los farmacos, tanto desde un punto de vista cuantitativo como

cualitativo [4-6].

En condiciones normales, el volumen de la lagrima en un adulto es alrededor de 7-
10 pL y la secrecion lagrimal basal es de 1.2 pL/min, mientras que el saco lagrimal
tiene una capacidad de almacenamiento de 30 pL [7]. El volumen de una gota de
una forma de dosificacién convencional oscila entre 40 y 50 uL, por lo que después
de la instilacion del farmaco en el ojo, éste es diluido por la formacion activa de
lagrimas reflejas, cuyo volumen varia entre 3 a 400 pL/min y que fluyen hacia la
superficie ocular produciendo en pocos segundos, el parpadeo. Esto impulsa al
liquido lagrimal hacia los puntos lagrimales y, a través de ellos, todo el exceso de
volumen pasaré de la superficie ocular a los canaliculos lagrimales favoreciendo el
drenaje del farmaco (Figura 1) [8]. El volumen de las lagrimas reflejas varia de
acuerdo con las propiedades irritantes del farmaco y/o de la formulacién

administrada.

Asimismo, el farmaco se puede unir a las proteinas presentes en el fluido lagrimal,
lo que disminuye la cantidad de principio activo disponible para ser absorbido y, por
tanto, reduce su biodisponibilidad. Este efecto es mas importante en determinados

procesos patolégicos oculares de etiologia inflamatoria, virica o alérgica que
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1. Introduccion

inducen a un aumento de las proteinas lagrimales. Por otra parte, la accién de pH
del acido carbdnico y los acidos organicos débiles presentes en la lagrima facilitan

la ionizacion del farmaco [9].

4 Parpadeo

Pelicula lagrimal
Unidn del farmaco

Capa mucinica a proteinas

Capa acuosa

Flujo naso lagrimal

Secrecion y drenaje

Capa lipidica lagrimal £

Figura 1. Barreras fisioldgicas oculares para los farmacos administrados por via tépica

Las especiales caracteristicas anatomicas del aparato ocular constituyen otro de los
factores determinantes del paso del farmaco a los tejidos intraoculares (Figura 2).
Al establecer la farmacocinética de una forma farmacéutica de administracion
ocular, ademas de sus caracteristicas fisicoquimicas, se debe tener en cuenta la
zona ocular objeto de tratamiento (localizada a nivel precorneal, corneal o
postcorneal) y las diferentes barreras que debe atravesar el farmaco (fluido lagrimal,
cornea, barrera hemato acuosa, barrera hemato lagrimal) hasta alcanzar el 6rgano
diana. Desde el punto de vista terapéutico, estas barreras fisiologicas de proteccion
actuan desfavorablemente en el momento de la aplicacion de una forma

medicamentosa con fines terapéuticos, lo que dificulta que se alcance una
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1. Introduccion

concentracion terapéutica eficaz de principio activo en un lugar determinado del

interior del globo ocular.

El fArmaco instilado en la superficie ocular, que no fue eliminado por los procesos
fisiologicos del ojo puede ser absorbido en el area pre-corneal a través de la

esclerotica y/o conjuntiva.

La conjuntiva es una membrana mucosa y transparente que cubre la superficie
anterior del globo ocular y la superficie interior de los parpados (Figura 2) [10]. El
tejido conjuntival se compone de dos o tres capas de células epiteliales. También
contiene células caliciformes mucosas que son las responsables de la secrecion de
la mucina necesaria para la estabilidad de la pelicula lagrimal y la transparencia
corneal [11]. Debido a la gran area superficial y la elevada vascularizacion de la
conjuntiva, los farmacos aplicados topicamente desaparecen rapidamente en la
circulacion de la sangre, lo que conlleva la distribucion sistémica del farmaco [12].
La conjuntiva es mas permeable a macromoléculas hidréfilas por via paracelular

que la cornea [13].

La fraccion del farmaco que logra escapar a las barreras conjuntivales se extiende
a través de la escleroética, que se origina en el limbo y se prolonga posteriormente a
lo largo del resto del globo ocular. La esclerética es una capa protectora opaca,
rigida, que varia en espesor y se compone principalmente de fibras de colageno y
proteoglicanos embebidos en una matriz extracelular. La ruta transescleral ofrece
muchas ventajas sobre la ruta corneal tales como: una amplia area superficial (17
cm?) lo que representa un depésito potencial de farmaco, un alto grado de
hidratacién (70 %) que lleva a mejorar la difusion de moléculas hidrdfilas, es inactiva
metabdlicamente y relativamente muy permeable a las macromoléculas. La
esclerdtica es aproximadamente 10 veces mas permeable que la cornea y al menos
la mitad de permeable que la conjuntiva. Estudios recientes han demostrado que la
esclerotica es permeable a moléculas de peso molecular elevado (70-150 kDa),
aparte de ello es importante considerar la carga del farmaco, ya que las moléculas
de farmaco cargados positivamente presentan una mala permeabilidad a través de

la esclerética, presumiblemente debido a su unién a la matriz de proteoglicano
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1. Introduccion

cargado negativamente. Todo ello convierte a la esclerética en una nueva
posibilidad en el transporte de farmacos a estructuras oculares posteriores,
asociandolos a diferentes sistemas de liberacion controlada, que minimicen los

posibles efectos adversos [14-16].

Las barreras precorneales, el limitado tiempo de contacto del farmaco con la cérnea
y su dilucion al mezclarse con el fluido lagrimal, se consideran las razones mas
importantes para el bajo porcentaje del farmaco absorbido ocularmente. El
porcentaje de farmaco que supera estas barreras alcanza el area corneal que puede
penetrar a través de dos mecanismos: paracelular (a través de los espacios

intercelulares) y/o transcelular (a través de los espacios intracelulares) [17].

Camara anterior
(Regidn entre la
coérneay el iris)

Retina

Esclerdtica

Coroides

Coniuntiva

~ Nervio
. | Optico
Iris “

Cérnea

Cuerpo
ciliar

Cristalino

Camara posterior
(Regidn detras del iris)

Figura 2. Estructuras que componen el ojo
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1. Introduccion

La cérnea es un tejido transparente, avascular, en forma de disco que cubre
aproximadamente el 15 % del area de la superficie del ojo. Ademas de su funcién
como superficie refractiva, actia a modo de barrera fisicamente resistente y
quimicamente impermeable entre el ojo y el medio que lo rodea [18]. La cérnea se
compone de cinco capas, de la capa exterior hacia la interior son: epitelio,
membrana de Bowman, estroma, membrana de Descemet y endotelio (Figura 3)
[19,20].

El epitelio corneal, de naturaleza lipoidea, contiene el 90 % de las células totales de
la cornea y plantea una resistencia significativa para la permeacion de farmacos
hidrofilos administrados por via tépica. Ademas, las células epiteliales de la
superficie de la cérnea se unen entre si mediante desmosomas y estan rodeados
por membranas unidas estrechamente (zonula occludens), que confieren al epitelio
una gran estabilidad. La presencia de estos complejos de unién estrecha retarda la
penetracion de farmaco de la pelicula de lagrimal en los espacios intercelulares del
epitelio, y en las capas internas de la cornea. Las células endoteliales interiores,
que presentan macula adherens, son mas permeables. Los principios activos
penetran esta capa bien por difusién a través de las células (ruta transcelular) o bien
a través de los espacios de las mismas (ruta paracelular). La ruta paracelular
predomina para los farmacos hidréfilos o iones de bajo peso molecular, mientras
que la ruta transcelular predomina para farmacos lipdfilos [21].

La membrana basal del epitelio corneal esta en contacto con la membrana de
Bowman, que consiste en un tejido delgado (8-14 um), fibroso y en gran parte
acelular, compuesto de fibras de colageno embebidas en una sustancia

mucoproteica.

El estroma corneal, la capa intermedia que constituye un 85-90 % del espesor
corneal, se compone de una matriz extracelular y consiste en una disposicion
laminar de fibrillas de colageno, sustancia mucoproteica y fibroblastos corneales
(queratocitos) [22]. Tiene un elevado contenido en agua, por lo que representa una

barrera significativa a la penetracion de moléculas de farmacos lipdfilos. La
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membrana de Descemet es una estructura acelular muy fina que separa el estroma

del endotelio y regula el estado de hidratacion del estroma [20].

La capa mas interna de la cornea es el endotelio, una monocapa de células con
forma hexagonal que desempefia un papel critico en la regulacién del transporte de
fluidos y solutos entre el humor acuoso y el estroma corneal. Ademas, las uniones
endoteliales de la cérnea presentan filtraciones que facilitan el paso de
macromoléculas entre el humor acuoso y el estroma [23,24]. En contraste con el
epitelio corneal las células del endotelio no se regeneran; de forma que cuando se
produce la muerte celular en la capa del endotelio, las células adyacentes se
aplanan y se agrandan en volumen cubriendo el espacio ocupado por la célula

muerta [25].

Por lo tanto, las capas de la cérnea, en particular el epitelio y el estroma, son
considerados como los principales obstaculos para la administracion de farmacos
oculares. Cada capa corneal ofrece una polaridad diferente: lip&fila (epitelio),
hidrofila (estroma) y lipdfila (endotelio) y una posible estructura que limita la
velocidad de penetracion del farmaco [26].

El paso del medicamento a través de la cérnea depende, ademas de la estructura
e integridad corneal, del peso molecular (PM) relacionado con el tamafio molecular
y de las propiedades fisicoquimicas del farmaco y de la forma farmacéutica,
esencialmente, del coeficiente de particion octanol/agua, relacionado con el grado
de lipofilia del principio activo [21]. Por ello, es vital entender que el activo debe ser

de caracter anfipatico con el fin de penetrar a través de estas capas [27].

En comparacion con la cornea, la absorcion del farmaco en la conjuntiva se
considera no productiva debido a la presencia de los capilares sanguineos y
linfaticos, que puede causar pérdida significativa de farmaco en la circulacion

sistémica lo que reduce la biodisponibilidad ocular [28].

El farmaco que fue absorbido a través de la cornea puede ser distribuido en los
tejidos circundantes (cuerpo ciliar, iris, cristalino) y/o puede ser eliminado a traves

del humor acuoso.
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Figura 3. Estructura de la cOrnea y su organizacion celular de varias capas de

transporte limitativo [29].

El humor acuoso es una sustancia gelatinosa situada en la "camara anterior del ojo"
gue se encuentra inmediatamente detras de la cérnea y delante del cristalino. El
humor acuoso es secretado continuamente en el cuerpo ciliar y fluye hacia la
camara anterior a través de la pupila a una velocidad de flujo de aproximadamente
2-5 ul/min. Este fluido lleva nutrientes y oxigeno a los tejidos vasculares del ojo y
facilita la eliminacion de la materia de desecho de los tejidos circundantes. El
farmaco que alcanza la cAmara anterior puede interaccionar con la melanina del iris
y reducir su biodisponibilidad. De esta forma, el iris pigmentado actia a modo de

reservorio de los farmacos liberandolos lentamente, incrementando asi la duracion
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de la accion. Estas diferencias son mayores cuanto mas lipofilicos sean los
farmacos. Por otro lado, el farmaco también puede sufrir un proceso de
metabolizacion por las enzimas presentes en el iris 0 cuerpo ciliar, tales como
esterasasy el citocromo P-450 reductasa y, en consecuencia, disminuir la respuesta

farmacoldgica [27].

La Figura 4 muestra un resumen de las barreras fisiolégicas y anatdbmicas que
impiden que el farmaco administrado tdpicamente alcance a los tejidos

intraoculares.

Via ocular tépica

Pérdida del farmaco . .
debido a | > v Sistema de drenaje
€bldo afarenovacion '«— Area Pre-corneal > naso-lagrimal
de las lagrimas 1
Conjuntiva
v v
Cornea teral Esclerética
Humor acuoso Sistema
v \ 4
l i circulatorio
Coroides
Cristalino/iris
1 v v

Retina/Humor vitreo —|

Figura 4. Vias generales de penetracion ocular de farmacos aplicados
tépicamente. Flechas negras gruesas = via transcorneal; flechas rojas = Via
transconjuntival / transescleral; flechas verdes = via de retorno sistémico; flecha

azul = difusion lateral (difusion transcorneal y via uvea/esclera) [30].
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1.2. FARMACOTERAPIA ANTIINFLAMATORIA OCULAR

1.2.1. Mecanismos de la inflamacién

La inflamacién es un proceso tisular constituido por una serie de fendmenos
moleculares, celulares y vasculares de finalidad defensiva para aislar y destruir el

agente desencadenante, asi como para reparar el tejido dafado.

En su forma aguda, la inflamacion se caracteriza por enrojecimiento, edema,
presencia de dolor y pérdida de la capacidad funcional. Aunque se trata de un
mecanismo de defensa frente a estimulos lesivos, en ocasiones las células del
propio organismo son destruidas por el proceso inflamatorio. Esta posibilidad es
especialmente importante en el caso del 0jo, ya que algunas estructuras, sobre todo
las méas delicadas, pueden resultar afectadas por la formacion de cicatrices. Una
inflamacion ocular grave puede incluso desencadenar pérdidas de vision, lo que

pone de manifiesto la importancia de limitar el proceso en lo posible.

La activacion de la enzima fosfolipasa A2, como respuesta a diversos estimulos
(bioldgicos, fisicos, quimicos, traumaticos, vasculares o inmunitarios), hidroliza los
fosfolipidos de la membrana, liberando acido araquidénico y produciendo a su vez
diversos mediadores (eicosanoides) como las protaglandinas, los leucotrienos y los
tromboxanos. La produccion de cada mediador bioquimico depende de la accion de
otras enzimas sobre el propio acido araquidonico. Por ejemplo, la ciclooxigenasa
(COX) que genera la prostaglandina (PG) Hz, que estimula la formacién de varios
prostanoides, incluidas diversas PGs (PGl2, PGD2, PGEz2, PGF2q) y tromboxano A.
Mientras que la lipooxigenasa produce leucotrienos, lipoxinas y otros productos
(Figura 5) [31].
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Figura 5. Mecanismo de la inflamacion y lugar de accion de los farmacos

antiinflamatorios no esteroideos (+: activacion; -: inhibicion).

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) constituyen un grupo quimicamente

heterogéneo de farmacos ampliamente utilizados en el tratamiento tOpico de

procesos inflamatorios, que a su accién antiinflamatoria, que radica en la inhibicién

reversible de la COX en sus isoformas COX-1 y COX-2, se asocia un efecto

analgésico y antipirético [32].

1.2.2. Mecanismo de accion de los farmacos no esteroideos (AINES) en la

inflamacién ocular

Los corticosteroides se han utilizado como farmacos de eleccion en el tratamiento

inespecifico de la inflamacién ocular pero los efectos adversos que presentan tras
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administracion topica continuada (cataratas subcapsulares posteriores, elevacion
de la presion intraocular o favorecer la replicacion viral en casos de herpes simple
oftdlmico) ha planteado la posibilidad de incrementar el uso de otros farmacos como
los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) [33]. La actividad antiinflamatoria de
estos agentes radica en la inhibicién reversible de la actividad de la enzima
ciclooxigenasa (COX) de acidos grasos en sus isoformas COX-1 y COX-2,
impidiendo la formacion de prostaglandinas y tromboxanos, sustancias mediadoras

de la inflamacion [34].

La COX-1 es una enzima constitutiva que se expresa en la mucosa gastrointestinal
normal y en las plaquetas. Tiene una funcion de mantenimiento en el cuerpo, de
modo que participa en la hemostasis de los tejidos y es responsable de la
produccién de prostaglandinas. Por otra parte, la COX-2 es inducida en células
inflamatorias cuando son lesionadas, infectadas o activadas, por ejemplo; las
citosinas inflamatorias, como la interleucina y el factor de necrosis tumoral. Asi la
isoforma COX-2 es responsable principalmente, de la produccién de los mediadores
de la inflamacion de la familia de los prostanoides. Sobre la COX-2, los agentes

especificos producen una inhibicién reversible dependiente del tiempo.

Los AINESs tépicos se clasifican segun la estructura quimica en seis grupos: indoles,
acidos fenilacéticos, acidos fenilalcandicos, salicilatos, fenamatos y pirazolonas.
Los salicilatos, fenamatos y pirazolonas se consideran demasiado toxicos para ser

utilizados en el ojo [35].

La administracion por via tépica ocular de los AINEs se emplea en cirugia de
cataratas, en la prevencion y tratamiento del edema macular cistoide y para el
tratamiento a corto y largo plazo de la conjuntivitis alérgica. Sin embargo, la
administracion tépica de AINEs en patologias oftalmicas es limitada, debido a la
baja solubilidad en agua de estos compuestos. Entre los AINEs comercializados
para uso oftdlmico se encuentran la indometacina, ketorolaco, flurbiprofeno,
suprofeno, diclofenaco, pranoprofeno, bromfenac y nepafenac. Este ultimo es un
profarmaco que tras su administracion oftalmica, penetra a través de la coérnea y es

convertido por las hidrolasas del tejido ocular en amfenaco, su forma activa [36].
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1.2.3. Flurbiprofeno

El flurbiprofeno (FB) es un AINE, derivado del acido propidnico perteneciente a la
familia del &cido 2-fenilpropionico y utilizado en clinica en su forma racémica [37].
Su estructura quimica contiene un atomo de flior y recibe las siguientes
denominaciones: Acido 2-fluoro-metil-4-fenilacético, Acido 2-(2-fluoro-4-bifenil)
propionico o Acido 2-fluoro-metil (1,1 -bifenil)-4-acético. Su férmula empirica es
CisHi13FO2 y el PM 244,25 Da (Figura 6).

OC) Q

Figura 6. Estructura molecular del flurbiprofeno

El FB es un polvo cristalino blanco o ligeramente amarillento con un punto de fusién
de 114-117 °C y pKa en agua a 25 °C es de 4.22. Es practicamente insoluble en
agua a pH inferior a 5 y facilmente soluble en la mayoria de disolventes polares. A
pH acido se presenta en forma de acido libre, mientras que a pH alcalino lo hace en
forma de sal. [38].

El FB es un mezcla racémica de los enantiomeros (+)S y (-)R. Se ha determinado
que el enantiomero S inhibe la sintesis de prostaglandinas y tiene una actividad
antiinflamatoria y analgésica, mientras que el enantidmero R no inhibe la sintesis de
prostaglandinas y unicamente tiene actividad analgésica. El farmaco es un potente
antagonista de la sintesis de PGs [39]. Inactiva la COX, evitando asi, tanto la
formacion de productos mediadores en la inflamacion in situ, como la liberacion de

enzimas lisosomiales y la produccion de superoxidos. Este farmaco reduce la
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actividad de la COX, asi como también la de la lipooxigenasa y la protaglandin

sintetasa. De ahi, sus propiedades analgésicas, antiinflamatorias y antipiréticas [40].

El FB se absorbe bien por via oral. La absorcion en el tracto intestinal alcanza
concentraciones maximas de farmaco a los 60-90 minutos después de su
administracion. Una vez absorbido pasa a la sangre, asociandose entre un 90-99 %
a las proteinas plasmaticas, principalmente a la albumina y posteriormente se
metaboliza en el higado. El FB y sus metabolitos se excretan principalmente como
glucuroénido y sulfato conjugados.

En cuanto a la cinética de eliminacién, sigue un modelo bicompartimental, siendo la
vida media final en plasma de 4-6 horas. La excrecion del farmaco se produce
esencialmente en el rifidn, entre un 20-25 % sin metabolizar, un 40-47 % como
4’hidroxiflurbiprofeno, un 5 % como 3’,4’-dihidroxiflurbiprofeno y un 20-30 % como
3’-hidroxi 4’-metoxiflurbiprofeno. Aproximadamente el 95 % de la dosis diaria es

excretada en orina dentro de las 24 horas.

Debido a sus propiedades antiinflamatorias, el FB se utiliza en el tratamiento de

numerosas patologias tanto a nivel ocular como sistémico [41].

El colirio comercializado (Ocufen®) contiene una concentraciéon de principio activo
de 0.03 %. Para la inhibicién de la miosis intraoperatoria, se debe administrar una
dosis de 4 a 6 gotas en el 0jo, aplicando una gota cada 30 minutos empezando de
2 a 3 horas antes de la cirugia. En el tratamiento de la inflamacion inducida tras
trabeculoplastia con laser o cualquier otro procedimiento quirdrgico en el ojo, la
dosis Optima es de una gota cada 4 horas instilada en el saco conjuntival durante

una semana, iniciando 24 horas despueés de la cirugia.

El FB no se metaboliza dentro del ojo, sino que se absorbe intraocularmente vy el
74% alcanza circulacion sistémica. Se han detectado concentraciones de 176-213
ng/mL en humor acuoso humano después de la administracion del farmaco (1 gota
cada 15 minutos) 1 hora antes de la cirugia. Los niveles maximos se alcanzan a los

90 minutos de la instilacion, disminuyendo lentamente, lo que permite mantener
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unos niveles sustanciales de principio activo durante mas de 2 horas después de la

ultima dosis.

La semivida de distribucion ocular del principio activo es de 15 minutos mientras
que la sistémica es de 12 minutos. La semivida de eliminacion del farmaco del
humor acuoso es de 93 minutos y la del plasma de 74 minutos. La semivida de
eliminacién en el humor acuoso se acerca al tiempo de renovacion del humor
acuoso en el conejo, lo cual seria un indicativo de que el drenaje es la ruta principal

de eliminacion.

Estudios de biodisponibilidad ocular de FB, realizados tras administracion de una
Gnica dosis de (0.1 %) o de multiples dosis de menor concentracion (tres dosis de
una solucion FB del 0.03 %, cada media hora) pusieron de relieve que, aunque en
ambos casos indujo niveles en el ojo bastante elevados para prevenir la sintesis
prostaglandinas, el empleo de una sola gota de solucion mas concentrada es mas
favorable que la administracion en instilaciones repetidas, posiblemente debido a
que induce menor irritacion ocular y por tanto menor estimulo de la lagrimacién
refleja [42].

1.3. SISTEMAS DE LIBERACION CONTROLADA DE FARMACOS

Tras la administracion de dosis Unicas de farmacos por vias tradicionales, la
concentracion del principio activo en el organismo aumenta hasta un valor maximo,
para luego disminuir debido a la excrecién o a su metabolizacién (Figura 7). Para
conseguir y mantener un nivel terapéutico del activo durante un amplio periodo de
tiempo, se requiere la administracion de dosis sucesivas del mismo, que complican
la farmacodinamia. Se debe tener en cuenta que la concentracion del principio
activo debe estar por debajo de la minima téxica y alcance las terapéuticas minimas
[43]. No obstante, se produce una sobredosificacion e infradosificacion del farmaco,

cuando solo se necesita una accion local [44].
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Figura 7. Perfil hipotético de la concentracion plasmética de un farmaco tras la
administracion consecutiva de dosis multiples de un sistema convencional comparado

con el perfil ideal de concentracion de farmaco requerido para un tratamiento.

Por ello los avances cientificos han permitido desarrollar formas farmacéuticas de
liberacibn modificada o controlada. Estos dispositivos mejoran el perfil
farmacocinético e incluso reducen los efectos adversos, facilitando el cumplimiento

de la pauta posologica.

De acuerdo con la Real Farmacopea Espafiola 32 Ed. (2005), las formas
farmacéuticas de liberacion controlada son aquellas en las que la velocidad vy el
lugar de la liberacion de la sustancia o sustancias activas difieren del de la forma
farmacéutica de liberacion convencional, administrada por la misma via [45].
Algunos de los sistemas nanoestructurados mas comunmente usados para la via
topica son los liposomas, nanoemulsiones, nanoparticulas (poliméricas vy lipidicas)
[46].

La administracion de farmacos por via ocular es un problema dificil y es un tema de
interés para los cientificos que trabajan en areas multidisciplinares relacionadas con
los ojos que incluyen el area quimica, bioquimica, farmacéutica, médica, clinica y
toxicologica.
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1.3.1. Nanoparticulas poliméricas

Las nanoparticulas poliméricas se han investigado como sistemas de
administracion de farmacos durante varias décadas debido a su capacidad para
transportar una amplia variedad de farmacos y permitir su liberaciéon durante un
periodo prolongado de tiempo. Las nanoparticulas son esferas coloidales
poliméricas de tamafio submicrénico (10-1000 nm) que pueden mantener un agente
activo dentro de la matriz polimérica o mantener al agente activo adsorbido y/o
conjugado en la parte exterior de la particula. Estos sistemas vesiculares,
frecuentemente se utilizan para vehiculizar farmacos que, por su naturaleza lipéfila,
son escasamente solubles en el agua o completamente insolubles en medio acuoso
[47,48].

Las nanoesferas son sistemas con una estructura matricial, es decir, particulas cuya
masa entera es solida y el activo puede ser adsorbido en la superficie de la esfera
o encapsulado en el interior de la particula. Las nanocapsulas son sistemas
vesiculares, que actian como una especie de depdésito, en el que el farmaco se
encuentra atrapado en una cavidad que consta de un nucleo oleoso rodeado de una
cubierta de material sélido [49]. Una representacion esquematica de las
nanoparticulas se muestra en la Figura 8.

o Matriz polimérica
Membrana polimérica

Nucleo

Farmaco

Nanocapsula Nanoesfera

Figura 8. Clasificacion de las nanoparticulas poliméricas.
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1.3.2. Caracterizacion de las nanoparticulas

Las propiedades superficiales y caracteristicas fisicoquimicas de las nanoparticulas
deben ser caracterizadas durante su elaboracion ya que se asocian con el
comportamiento in vitro/in vivo y permiten adecuar la formulacion a una aplicacién

terapéutica especifica.

El tamafio de particula en las formulaciones destinadas a instilacion ocular no debe
exceder a las 10 micras para evitar una sensacion de malestar en el ojo [50].
También se debe tener en cuenta que cuanto mas pequefias sean las
nanoparticulas, mayor es el area superficial lo que incrementa su adhesividad a las
superficies. Un contacto mas estrecho entre las particulas cargadas de farmaco y la
membrana biolégica puede permitir una penetracion del farmaco mas eficiente en
el tejido [51]. Teniendo en cuenta el reducido tamafio de las nanoparticulas, el
diametro medio debe ser evaluado a través de métodos altamente sensibles tales
como: espectroscopia de correlacion de fotones (PCS), difraccion laser (LD) y
microscopia electronica. De ellas las técnicas de PCS y LD se utilizan habitualmente

para una determinacion rapida del tamafio de particula y su distribucion [52].

Existen otras técnicas que ademas de proporcionar informacion con respecto al
diametro medio facilitan datos relacionados con la forma de las particulas, dentro
de ellas se encuentra la microscopia electrénica de transmision (TEM), de barrido

(SEM) y la microscopia de fuerza atomica (AFM) [53].

El potencial zeta proporciona informacién sobre la carga superficial de las particulas
que puede influir tanto en la estabilidad fisica como en la mucoadhesiéon de las
mismas con las membranas celulares. La formacion de agregados suele ocurrir
cuando las fuerzas de van der Waals son dominantes, lo que resulta en una
reduccion de los valores del potencial zeta y la pérdida de estabilidad del sistema.
Para efectuar esta determinacion se emplean técnicas electroforéticas o
anemometria laser doppler, empleando la ecuacion de Helmholtz Smoluchowski
[54].
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La determinacion de la eficiencia de encapsulacion es particularmente compleja
debido al pequefio tamafio de estos, lo que dificulta la separacion de la fraccion de
farmaco libre de la fraccion asociada. Para ello es necesario implementar y validar
un proceso apropiado de extraccion del farmaco atrapado, ya sea de manera directa
(rompiendo las nanoparticulas) o indirecta (farmaco no encapsulado en la fase
continua). En ambos casos es necesario realizar ultracentrifugacion para separar
las nanoparticulas de la fase continua. Una vez cuantificada la muestra, es posible
determinar la eficiencia de encapsulacion en términos porcentuales que define la
relacion entre la cantidad de farmaco encapsulado y aquel que fue afiadido durante
la elaboracion de las nanoparticulas. Existen diferentes técnicas analiticas que
permiten cuantificar la concentracion del farmaco como HPLC o espectrofotometria
ultravioleta [55].

El peso molecular del polimero condiciona el tamafio de particula, la eficiencia de
asociacion del farmaco al polimero y la velocidad de degradacién de este ultimo, de

forma que afecta a la liberacion del farmaco de estos sistemas [56].

La interaccidén principio activo/polimero, asi como el estado fisico en que se
encuentra la molécula activa una vez encapsulada puede determinarse empleando
técnicas como espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR),
difraccion de rayos X, espectroscopia de fotoelectrones generado por rayos X (XPS)
y calorimetria diferencial de barrido (DSC). Esta ultima también permite evaluar el
comportamiento térmico de los componentes de las nanoparticulas después de ser

sometidas a las condiciones del proceso de elaboracién [57].

La evaluacion del perfil de liberacion del farmaco desde la matriz, se puede producir
a través de la difusion, erosion del polimero o una combinacion de ambos
mecanismos (Figura 9) [58]. La liberacion del farmaco a partir de las nanoparticulas
puede ser determinada in vitro, por dialisis empleando membranas de difusion o
celdas de difusion de Franz (donante y receptor) con membranas artificiales o
biolégicas a un pH fisioldgico, en condiciones Sink. La cinética de liberacion (% de
activo liberado con el tiempo), permite comprender los mecanismos involucrados en

la cesion de la molécula encapsulada. [52,59].
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Si la difusion del farmaco es mas rapida que la degradacion de la matriz, el
mecanismo de liberacion del farmaco se produce principalmente por difusion. Asi
mismo existe una liberacion del farmaco atrapado en la capa superficial de la matriz
polimérica que se disuelve instantaneamente al entrar en contacto con el medio.
Esto provoca el llamado efecto estallido (burst effect) [60]. A partir de los datos in

vitro, es posible planificar estudios in vivo, en animales de experimentacion

Liberacién debido a la degradacion Liberacién debido a la erosién de la
hidrolitica de la matriz polimérica matriz polimérica

Liberacidn por difusién desde la matriz
polimérica influenciada por el tiempo

Figura 9. Mecanismos de liberacién de farmacos a partir nanoparticulas poliméricas

1.3.3. Nanoparticulas de PECL

Las nanoparticulas poliméricas se han utilizado para muchas vias de administracion
para aumentar la eficacia y especificidad de farmacos nuevos y ya existentes. De

acuerdo con esta perspectiva, los polimeros biodegradables son de interés
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primordial debido a su mayor ventaja que es la eliminacion de metabolitos del
polimero fuera del cuerpo por los procesos biolégicos innatos [61]. La mayoria de
los trabajos de investigacion se han dirigido al poli (&cido lactico), poli (acido
glicolico), poli (PLGA) co-polimeros (lactico-co-glicolico). El éxito de estos polimeros
para aplicaciones farmacéuticas ha dado lugar ademas a la evaluacion de los
poliésteres alifaticos tales como poli-e-caprolactona (PECL). Entre los criterios que
mas influyen en la eleccion de los polimeros para la obtencién de sistemas de
nanoparticulas de liberacion controlada estan incluidos: la biodisponibilidad, la
biocompatibilidad, el control de la degradacion y la facilidad de producciéon del
polimero. Asi mismo, la naturaleza del polimero y sus propiedades fisicoquimicas
influyen significativamente en el tamafio de las nanoparticulas y en su perfil de

liberacion [62].

Ademas, en comparacion con los polimeros naturales, estos polimeros sintéticos
presentan una elevada reproducibilidad, se formulan facilmente mediante
procedimientos sencillos y permiten el control y la prediccion de la cinética de
degradacion [61]. Microesferas, nanoparticulas, peliculas, fibras, micelas etc. de
PECL, han sido estudiadas para la administracion de farmacos y/o la aplicacion de

ingenieria de tejidos.

1.3.3.1. Caracteristicas fisicoquimicas

La poli-e-caprolactona es un poliéster semi-cristalino, biodegradable y biocompatible
con una temperatura de transicion vitrea de -60 °C y punto de fusion que oscila entre
+59y +64 °C, dependiendo de la naturaleza cristalina de la PECL. El peso molecular
promedio en distintas PECL puede variar entre 10.000 a 42.500 Mn. Existen varios
mecanismos (aniénicos, catidnicos, coordinacion y radical) que pueden afectar la
polimerizacion de PECL. Cada método se ve afectado por el PM, la distribucion del
PM, la composicion del grupo final y la estructura quimica de los copolimeros [63].
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El polimero es no toxico y no mutagénico. Su velocidad de degradacion es lenta,
mas lenta que cualquier otro poliéster biodegradable lo que hace que este polimero
sea adecuado para la administracion de farmacos en terapia crénica. Siendo la
PECL un polimero hidrofébico y de degradacion lenta se le considera como un
vehiculo adecuado para atrapar farmacos lipofilicos. Por otra parte, la PECL es
considerablemente mas econdémica que otros polimeros tales como poli-glicélido,

polilactico y sus copolimeros [64].

La PECL es soluble en cloroformo, benceno, tolueno, y diclorometano entre otros.
Tiene una baja solubilidad en acetona, 2-butanona, acetato de etilo,
dimetilformamida y acetonitrilo y es insoluble en alcohol, éter de petrdleo y éter

dietilico.

1.3.3.2. Mecanismos de biodegradacion de PECL

El término biopolimero generalmente se relaciona con biodegradable que
necesariamente no se traduce en ser bio-reabsorbible, es decir, se degrada y se
aleja de su sitio de accion in vivo, pero no necesariamente es eliminado del cuerpo.
En contraste, el término bio-reabsorbilidad se traduce como la eliminacién total de
los materiales extrafios iniciales y la degradacion de la carga de los productos por
subproductos (compuestos de bajo peso molecular) que no tienen efectos

secundarios residuales [65].

Las PCLs pueden ser biodegradadas por organismos vivos al aire libre (bacterias y
hongos), pero no son biodegradables en los animales y humanos debido a la falta
de enzimas apropiadas [66]. Esto no quiere decir que no sean bioreabsorbibles, sino
mas bien, que el proceso lleva mucho mas tiempo, dependiendo primero de la

degradacion hidrolitica.

En una primera etapa la biodegradacién de PECL se produce por hidrolisis de sus
enlaces éster. Este tipo de reaccion permite la degradacion del polimero,

disminuyendo el peso molecular de los mismos. En las formulaciones de PECL, esta
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disociacion no enzimatica comienza en las regiones amorfas de grupos carbonilos

finales de las cadenas poliméricas fragmentadas.

La permeabilidad al agua en la formulacion es el paso limitante de la velocidad para
esta fragmentacidon no enzimética. La longitud de estos fragmentos internos
depende del peso molecular del polimero inicial. La pérdida de peso de la
formulacion se inicia cuando los fragmentos de PECL producidos son lo
suficientemente pequefios para ser difundidos a través de la matriz polimérica
media. La longitud critica 0 el peso molecular para propiciar la difusion de los
fragmentos de PECL es < 5000 Mn. Este proceso se acomparfa generalmente por

la erosion superficial enzimatica caracterizada por ranuras y grietas en la superficie.

En una segunda etapa en la que el polimero tiene un peso molecular y cristalinidad
bajos, sufren fagocitosis o solubilizacion en los fluidos corporales y seguidamente
los productos derivados pasan al ciclo de Krebs para terminar el proceso de
degradacion. La lipasa es capaz de intensificar la velocidad de degradacion de
PECL, reduciéndolos a oligobmeros y mondmeros dentro de 3-4 semanas [65]. El
esquema de la degradacion de PECL se refleja en la Figura 10.

B R me i
T HO - ((H),-C
A0 (A),-C- 0 () -C /N (C)s o
T 0
Poli-e-caprolactona (PCL) ]
V0= (W), - C OH HO - ((H,),-C- OH
Productos. |ntle.rr.ned|os de Acido 6 hidroxil caproico
hidrélisis
Eliminacién del Ciclo de I A o W S WA ) P

Acetil Co A

Figura 10. Degradacion de PECL mediante productos intermedios que se eliminan a

través del ciclo de Krebs
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Chen et al. [67] reportaron que la presencia de lipasa inicia la degradacién de
microesferas de PCL, por hidrélisis enzimatica en la superficie, en tan so6lo 3
semanas. Sin embargo, en ausencia de lipasa no habia ninguna sefal de la
degradacion, incluso después de 9 semanas. En general se ha demostrado que la
biodegradacion de las nanoparticulas poliméricas depende de la naturaleza del
esqueleto del polimero, la hidrofobicidad, la cristalinidad, la longitud del polimero, la
presencia o ausencia del enzima y pardmetros del producto tales como el tamafio
de las particulas, la porosidad de su superficie, el proceso de fabricacion y la

geometria [61,67].

1.3.4. Métodos de preparacion de nanoparticulas de PECL

1.3.4.1. Nanoprecipitacién o desplazamiento del disolvente

Implica la interaccion de dos medios, un medio organico en donde el polimero y el
farmaco se solubilizan en un solvente organico (etanol, acetona, hexano, cloruro de
metileno o dioxano) que es parcialmente miscible en agua y facil de evaporar. Por
esta razon, la acetona es el disolvente de polimero mas frecuentemente empleado
en este método. Esta solucién organica se adiciona gota a gota sobre un medio
acuoso en presencia o ausencia de un estabilizante (polivinil alcohol, polisorbato o
poloxamer). EI medio organico (polimero hidrofébico y el farmaco) al entrar en
contacto con el medio acuoso, provoca la insolubilizacion del polimero, el cual
precipita [47,68].

Las nanoparticulas se forman instantaneamente por una rapida difusion del
disolvente al medio acuoso, bajo agitacion magnética, conduciendo a la formacién
de una suspensioén coloidal (Figura 11). Posteriormente, el disolvente se elimina a
presion reducida. La formacion instantanea de las particulas es atribuida a las
turbulencias interfaciales entre las fases liquidas generadas durante el

desplazamiento del disolvente [69].
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Figura 11. Preparacion de nanoparticulas por el método de nanoprecipitacion

Las nanocapsulas, también pueden prepararse a través de esta técnica, mediante
la adicion de un volumen de aceite en la fase organica, el cual debe ser compatible
con el polimero y al mismo tiempo, debe solubilizar el farmaco. Por lo que, una de
las ventajas de esta técnica es que es Util para encapsular farmacos lipofilos e
hidréfilos. Entre las desventajas del uso de esta técnica estan: una baja eficiencia
de encapsulacién del farmaco en la matriz del polimero, comparado con otras
técnicas y adicionalmente, la dificultad para eliminar completamente el solvente

organico, una vez se han formado las nanoparticulas [69].

1.3.4.2. Salting out

Este método consiste en la separacion de un solvente miscible en agua de una
solucion acuosa enriguecida con electrolitos. La acetona suele ser el disolvente
elegido debido a sus caracteristicas de solubilizacién y su buena separacion de

soluciones acuosas con los electrolitos o agentes (salting out). El polimero y el
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farmaco se disuelven en acetona, y esta solucion se emulsifica bajo una fuerte

agitacion mecanica en un gel acuoso que contiene los electrolitos y un estabilizante.

Esta emulsién aceite/agua se diluye con un volumen suficiente de agua o de
soluciones acuosas para potenciar la difusion de la acetona hacia la fase acuosa,
conduciendo asi la formacion de nanoesferas. El disolvente y los electrolitos se

eliminan por filtracion de flujo transversal (Figura 12) [70].

Fase acuosa: Fase orgdnica:
Tensioactivo y electrolito Disolvente y polimero

~—__ Emulsificacion =

s | Emulsién O/W

Dilucién con agua destilada

° Micro/nanoparticulas

Figura 12. Preparacion de nanoparticulas por el método de Salting out

La eleccion correcta del electrolito es muy importante porque juega un gran papel
en la eficacia de encapsulacion. Entre las ventajas de este método cabe citar el
excelente rendimiento del proceso, la facilidad de escalado y la posibilidad de
encapsular proteinas y demas principios activos termolabiles, debido a que no se
requiere incrementar la temperatura durante el proceso de preparacion. Sin
embargo, esta técnica estd exclusivamente limitada a farmacos lipofilicos,

electrolitos que permitan la separaciéon de las fases evitando la precipitacion y
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agentes estabilizantes compatibles con soluciones acuosas saturadas y que no
coacerven en presencia del disolvente, ademas de una serie de intensos lavados

para eliminar los electrolitos [69].

1.3.4.3. Difusién del disolvente

Consiste en el uso de un disolvente parcialmente miscible en agua, que previamente
se satura con agua para asegurar el equilibrio termodinamico entre ambos liquidos.
El polimero se disuelve en el disolvente saturado con agua, y esta fase organica se
emulsifica, bajo agitacion vigorosa, en una solucion acuosa gue contiene un agente
estabilizante. La posterior adicion de agua al sistema provoca la difusion del
disolvente a la fase externa, formandose asi las nanoparticulas. Dependiendo del
punto de ebullicibn del disolvente, éste puede eliminarse por destilacion o por
filtracion de flujo transversal. El procedimiento esta ilustrado en la Figura 13, y al
igual que en la mayoria de las técnicas anteriores, este método es eficaz para la

encapsulacion de farmacos lipéfilos [71].

Fase organica:
Farmaco + polimero en disolvente
parcialmente miscible en agua

A Solucion Polimero precipitado

estabilizada P

Difusion del solvente

Fase acuosa:
Agente estabilizante

Barra de agitador Estabilizante
magnético

Figura 13. Representacion esquematica del método de difusion del disolvente
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1.3.4.4. Evaporacion del disolvente

En este método, el polimero y el farmaco se disuelven en un solvente organico y
volatil. Esta solucion es emulsificada en una solucién acuosa de un agente
estabilizante. La emulsidbn se transforma en una suspension coloidal por la
evaporacion del solvente organico que difunde a través de la fase continua de la
emulsion. La emulsion puede prepararse en forma individual (agua / aceite y

viceversa) o como doble emulsién ((agua/aceite)/agua, etc.) [58].

En ambos casos se utiliza la homogenizacion o ultrasonidos para reducir el tamafio
de la goticula de la emulsién, seguido de la evaporacion del solvente organico, ya
sea por agitacion magnética continua a temperatura ambiente o bajo presion
reducida, seguida de varios lavados con agua destilada para remover los aditivos

tales como, los tensioactivos (Figura 14) [70].

La mayoria de disolventes empleados en esta técnica son organoclorados, por lo
que siempre se debe verificar el contenido residual de dichos disolventes en la

formulacion final.

Fase organica:
Farmaco + polimero

o°®,%
Fase acuosa: > o © ‘.
8

Farmaco + polimero
Recuperacién de
micro/nanoparticulas

Emulsion O/W Evaporacion del
disolvente

Figura 14. Representacion esquematica del método de evaporacion del disolvente
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1.3.5. Estabilizacion a largo plazo de las nanoparticulas

La elevada sensibilidad de las nanoparticulas al estrés fisicoquimico durante el
proceso de elaboracion y el almacenamiento constituye la mayor dificultad para sus
aplicaciones farmacéuticas. Las formulaciones de farmacos basados en
nanoparticulas poliméricas se preparan comunmente en forma de presentaciones
sélidas debido a que se logra una mayor estabilidad en el sélido que en el estado
liqguido y ademas proporciona otros beneficios como la facilidad de manejo y

almacenamiento y la reduccion en los costos de transporte, entre otros [72].

El método de secado es el mas comun para aumentar la estabilidad de las
nanoparticulas poliméricas. En general para convertir una solucién o suspension en
un polvo seco o matriz seca (pastilla), el agua debe ser removida aplicando calor
durante el secado ya sea por conduccién, conveccion y / o radiacion, que son las
técnicas basicas utilizadas para vaporizar agua. Asimismo, se pueden aplicar
presiones bajas para mejorar la tasa de deshidratacion [73]. Aunque todas las
técnicas de secado comparten un objetivo comun (es decir, deshidratacion),
conceptualmente son diferentes e introducen diferentes tipos de estrés al
compuesto que pueden comprometer su estabilidad. Por ello las técnicas requieren

modificaciones y/o adaptaciones en funcion de las propiedades del compuesto.

La eleccion del método de secado depende de varios factores, tales como: las
propiedades fisicas del producto, la via de administracion del farmaco, el tipo de
fuente de energia disponible, el sistema de cierre del envase y la escalabilidad de
los equipos. Para los productos de alto valor, como es a menudo el caso de los
productos farmaceéuticos, el costo de la materia prima puede ser un factor primario
gue determinaria la seleccién del método del proceso, en cuanto a un bajo
rendimiento o una recuperacion de producto <100 %. El consumo de energia,
calidad y tiempo de conservacion del producto también son parametros criticos
evaluados durante la aplicacion de la tecnologia de secado. Por otra parte, las
técnicas pueden producir muestras secas que poseen caracteristicas

significativamente diferentes [73,74].
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El método de secado mas utilizado en la industria farmacéutica es la liofilizacion
seguida por el secado por pulverizacion (spray-drying) y secado con fluido
supercritico que se perfila como una alterativa viable. Existen modificaciones de
estos métodos, como el recubrimiento por pulverizacion (spray coating) o el secado
por liofilizacion y pulverizacion (spray freeze drying-SFD) que se utilizan méas a

pequefia escala [72].

La liofilizacibn se considera un proceso altamente estabilizante. Esta técnica
consiste en la desecacion de la solucidon o suspension por congelacion de éstay la
posterior sublimacion del hielo, sin pasar por una fase liquida intermedia a presion
reducida. En el caso de una suspension de nanoparticulas, después de la
desecacion completa, se obtienen nanoparticulas en polvo en forma de una matriz

seca que es facil de manejar y almacenar (Figura 15).

e »
K
® o
> o
- - K3
©
°
oL - 3
e ® o
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Suspensién de Suspensién congelada Matriz seca de
nanoparticulas de nanoparticulas nanoparticulas

Figura 15. Estados de las nanoparticulas al ser sometido a un proceso de liofilizacion

El producto, contenido en viales o en bandejas, es depositado encima de las placas
de la camara del liofilizador. Luego se procede a colocar los sensores de

temperatura dentro del producto.

La temperatura de las placas se reduce a fin de lograr la completa congelacion del
producto (solidificacion). Se enfria el serpentin del condensador que recepcionara

los vapores de agua emitidos por la muestra. Se pone en marcha la bomba de vacio
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que reducira la presion en el sistema durante todo el proceso. Cuando la presion en
la camara es suficiente baja, se inicia la sublimacion del hielo. Para compensar el
consumo de energia que esto significa, se aplica calor a las placas de la cAmara
durante todo el secado primario (Figura 16). Cuando todo el hielo ha sido sublimado,

se inicia el secado secundario para eliminar el agua o humedad residual.

Muestras Condensador
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Flujo [aseasenaa N
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-
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! ' | | | | | | | | | \

Bomba de
vacio
Equipo de o ’

refrigeracion -

Camara

Figura 16. Representacién esquematica del sistema de un liofilizador tipico

El secado por pulverizacion es una técnica bien conocida para producir polvos,
granulos o aglomerados a partir de soluciones o suspensiones de farmacos y sus
excipientes. En este método, la suspensién de nanoparticulas se atomiza en una
corriente de aire caliente. La atomizaciéon conduce a la formacion de pequefias
gotas, donde el disolvente se evapora instantaneamente conduciendo a la
formacion de particulas de flujo libre tal como se representa en el esquema (Figura
17). Los parametros del proceso deben ser controlados cuidadosamente con el fin
de obtener el tamafio de particula adecuado. El tamafio de las particulas depende
del tamafio del inyector, el caudal de pulverizacién, la presién de atomizacion, la

temperatura del aire de entrada y el grado de interrelacién de ellos [75].
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Figura 17. Representacion esquematica del sistema de secado por pulverizacion

El secado por fluidos supercriticos es relativamente nuevo en el campo
farmacéutico. Un fluido supercritico puede ser un liquido o gas y se utiliza por

encima de su punto critico termodinamico de temperatura y presion [13].

Dos técnicas han sido desarrolladas para este método: La expansion rapida de la
solucion supercritica (RESS, rapid expansion of a supercritical solution), donde el
farmaco y el polimero se solubilizan en un fluido supercritico para luego ser
expandidos a través de un inyector para pulverizacion (Figura 18). El fluido
supercritico mas empleado es el COz, por su baja toxicidad y baja temperatura
critica. Cuando el CO:2 se expande durante la pulverizacién, las gotas se
descomponen en gotas mas finas, que a continuacion se secan rapidamente por el
flujo de gas para producir particulas de soluto que finalmente precipitan y se
recogen. A pesar de que en esta técnica no emplea disolventes organicos para la
formacion de nanoparticulas, los productos principales obtenidos se encuentran en
la microescala en lugar de nanoescala, que es el principal inconveniente de RESS
[70].
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Una variante interesante de esta técnica es la expansion rapida de una solucién
supercritica en un disolvente liquido (RESOLYV, rapid expansion of a supercritical
solution into a liquid solvent). La presencia de aditivos en el disolvente liquido que
estabilicen las particulas solidas e impidan la formacion de agregados, incrementa
la eficacia del proceso con respecto a la técnica RESS. Sin embargo, introduce
como inconveniente la necesidad de recuperar las nanoparticulas de la disolucién

liquida.

Las principales ventajas que ofrecen los fluidos supercriticos son la reduccion en el
uso de disolventes organicos y la posibilidad de formar las nanoparticulas sin
recurrir a elevadas temperaturas. No obstante, este novedoso proceso requiere una
elevada inversion inicial para la obtencion del equipamiento necesario y operar a
elevadas presiones usando sistemas de alta presién. Sin embargo, es muy
complicado disolver sustancias muy polares en CO:2 supercritico. No obstante, el
uso de cosolventes y/o tensioactivos permite disolver especies polares e idnicas
[76,77].

a) Jee ool b)
‘..'; _tegs Nanoparticulas
'.'T o poliméricas
- <«—— Inyector para pulverizacion —» l
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Figura 18. Representacién esquematica del sistema de secado por fluidos supercriticos: a)

v

A

v

Bomba de jeringa

rapida expansion de la solucién de fluido supercritico b) rapida expansion de la solucién de

fluido supercritico en disolvente liquido.
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Es evidente que no todos los métodos de secado son adecuados y el método ideal
aun no se ha encontrado. Cada uno de los métodos tiene ventajas tipicas, asi como
inconvenientes, de los cuales la relevancia y magnitud, ademas, puede ser

determinada por las condiciones aplicadas en el proceso, asi como la formulacién

(excipientes utilizados).
aspectos relevantes. Lo mas importante en este sentido es el nivel de estrés del

La idoneidad de estos tres métodos de secado especifico depende de una serie de
proceso, el riesgo de cristalizacion, la velocidad del proceso, la facilidad para

disefiar particulas, la capacidad de recuperacion (rendimiento), el coste y la

experiencia actual en industria (Tabla 1).

Tabla 1. Conceptos generales relativos al secado de los productos por liofilizacion,

pulverizacion y fluidos supercriticos (+: favorable, -: desfavorable) [78].
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1.4. LIOFILIZACION
La liofilizacion como proceso industrial se desarrollé a mediados del siglo XIX. Pero
sus principios eran ya conocidos y empleados por los incas para la conservacion de
patatas. El procedimiento ancestral consistia en dejar que las patatas se congelasen
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durante la noche por la accion del frio de los Andes y gracias al calor de los primeros
rayos de sol de la mafana y la baja presion atmosférica de las elevadas tierras

andinas se producia la sublimacién del agua congelada (liofilizacion natural) [73].

El verdadero desarrollo de la tecnologia de liofilizacion fue durante la Segunda
Guerra Mundial y en la postguerra, gracias al desarrollo de bombas de vacio
eficaces [79]. En definitiva, la liofilizacion se desarroll6 durante la guerra como un
método de conservacion de plasma sanguineo y de penicilina, de modo que estos
productos llegaran en perfectas condiciones desde los centros de produccion hasta

el frente. Hoy en dia, el campo de sus aplicaciones incluye [80]:

e Sustancias quimicas puras, farmacos y reactivos de laboratorio, con el fin de
prolongar la vida util y controlar las propiedades labiles o reactivas de la
molécula.

e Enzimas terapéuticas e industriales y agentes biolégicos, tales como
proteinas y ADN, para preservar la actividad biolégica.

e Preservacion de células, como alternativa al almacenamiento en nitrégeno
liquido o en congeladores

e Tejidos para investigacion y uso médico como sangre, hueso y tendén, como
un paso de preservacion y seguridad del paciente.

e Productos alimenticios, que permiten reducir los costes de transporte,
prolongan la vida util y maximizan el sabor y el valor nutricional.

e Preservacién y recuperacion de enseres especiales o con un valor
sentimental. Por ejemplo; libros empapados, ramos de novia y hallazgos
arqueoldgicos.

e Como paso de concentracion, se utiliza para recuperar materiales de

muestras diluidas para investigacion adicional
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1.4.1. Beneficios de la liofilizacion

La liofilizacion a pesar de ser una técnica compleja es aceptada por las autoridades
reguladoras como una operacién unitaria adecuada en la fabricacién de productos

terapéuticos. Esta técnica ofrece una gama de beneficios unicos [80]:

o El material liofilizado puede almacenarse a temperaturas tan altas como la
temperatura ambiente, sin sufrir degradacion. Sin los requisitos de las
instalaciones criogénicas o de congelacién, el coste energético y el riesgo
de pérdida de producto por fallo de energia se reduce considerablemente.

o La liofilizacion puede ser operada en un ambiente mas controlado que
otras formas de secado, lo que significa menos probabilidad de
contaminacion.

o El secado puede extenderse hasta alcanzar el nivel de humedad residual
especificado (del 0.1 % al 5 %)

. Como el producto se seca sin calentamiento excesivo, las proteinas y otros
productos que serian desnaturalizados térmicamente se pueden
conservar con éxito sin pérdida de actividad.

o Los productos liofilizados tienen una superficie muy elevada, lo que facilita
su rapida reconstitucion. Esto es particularmente importante en el caso de
las vacunas y anticuerpos de emergencia, que deben administrarse lo
antes posible. Las sopas y cafés instantaneos y las leches en polvo son
ejemplos cotidianos de los beneficios de una rapida reconstitucion.

o Los viales se pueden sellar bajo vacio o gas inerte, lo que ayuda a
preservar los productos sensibles al oxigeno. Cuando se seca en viales o
ampollas, el volumen de llenado puede controlarse con precision.

o Como los productos son mucho mas ligeros cuando estan secos, la

liofilizacién también ofrece el beneficio de reducir los costos de transporte.
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Aunque también presenta algunos inconvenientes:

e Es necesaria una gran inversion de equipamiento, alrededor de tres veces el

de otros métodos.

e Alto coste energético y elevado tiempo de proceso (entre 4 y 10 h/ciclo

secado).

1.4.2.

Proceso de la liofilizacion

Un proceso de liofilizacion tipico puede ser dividido en tres etapas: congelacion,

secado primario y secado secundario. La Figura 19 muestra un esquema de un ciclo

de liofilizacion tipico.

Temperatura y Presion

Congelacién

Secado primario

Temperatura de la bandeja

Temperatura del producto

Secado secundario

Presion

Tiempo

v

Figura 19. Esquema de un ciclo tipico de liofilizacién
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1.4.2.1. Etapade congelacion

La etapa de congelacion se inicia enfriando las bandejas, sobre las cuales se
colocan los viales con las muestras, a la temperatura de congelacién deseada,
manteniendo esta temperatura constante para equilibrar. En este contexto, la
muestra primero se enfria hasta que se produzca la nucleacion del hielo, lo que
sucede varios grados por debajo del punto de congelacién de equilibrio de la
muestra, denominado superenfriamiento o supercooling. Después de la nucleacion
del hielo, los cristales de hielo comienzan a crecer dando como resultado la
congelacion de la muestra. En este punto estan presentes dos fases, es decir hielo
y solucién concentrada en congelacion, y la composicién de la muestra se determina
mediante la curva de congelacién de equilibrio del agua en presencia del soluto [81].
Para los excipientes cristalinos, la cristalizacion del soluto ocurre cuando la
temperatura del producto baja por debajo de la temperatura eutéctica (Teu). Sin
embargo, para los excipientes amorfos, la congelacién continla hasta que la
viscosidad excede un valor critico en el cual se produce la formacion vitrea. La
temperatura de este cambio se denomina temperatura de transicion vitrea (Tg). Por
lo tanto, para asegurar la solidificacion completa de la muestra, ésta tiene que
congelarse por debajo de Tgsi esta en estado amorfo o por debajo de Teu Si esta en
estado cristalino. Como al terminar el enfriamiento, la mayor parte del agua se ha
separado del soluto, la etapa de congelacién es la mayor etapa de deshidratacion

en la liofilizacion [82].

El estrés de la congelacibn puede producir la desestabilizacion de las
nanoparticulas. Cuando el hielo se separa de la parte concentrada formada por las
nanoparticulas, éstas pueden agregarse y en algunos casos fusionarse
irreversiblemente modificando sus caracteristicas morfométricas y morfolégicas.
Ademas, la cristalizacion del hielo podria ejercer un estrés mecanico en las
nanoparticulas produciendo su desestabilizacion [83]. Por este motivo,
frecuentemente es necesaria la incorporacién de excipientes especiales a la

formulacién para proteger el sistema antes de la liofilizacion.
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También es importante ser consciente de la presencia de excipientes farmaceéuticos,
gue generalmente se usan con la finalidad de facilitar la isotonicidad (por ejemplo,
glucosa) o la estabilizaciébn (por ejemplo, dextrano y tensioactivos). Tales
excipientes son de hecho crioprotectores que facilitan la reconstitucion acuosa del

producto liofilizado.

En general, la etapa de congelacion en la liofilizacion es de suma importancia, ya
que afecta considerablemente al rendimiento de la liofilizacién y a la calidad del
producto final.

1.4.2.2. Etapade secado primario

El secado primario, en el que la mayor parte del agua se extrae del producto por
sublimacién, se inicia reduciendo la presion en la camara y elevando la temperatura

de la bandeja para proporcionar el calor eliminado por sublimacion del hielo.

La presion de la camara ha de reducirse a un nivel inferior a la presion de vapor de
hielo a la temperatura del producto. Sin embargo, las presiones demasiado bajas
son también contraproducentes para velocidades de sublimacién rapidas limitando
la velocidad de transferencia de calor al producto. Como resultado, el hielo se
elimina por sublimacion del producto y se transfiere al condensador. En el
condensador el vapor de agua es retenido sobre placas frias por cristalizacion [84].

La energia requerida para la transicion de fase se proporciona ajustando la
temperatura de la bandeja. Debido a que la entrada de energia se consume por
sublimacién, la temperatura del producto resultante es mucho menor que la

temperatura de la bandeja [85].

La temperatura del producto que se aproxima a la temperatura del estante debido
al final de la sublimacion, es una forma comun de detectar el final del secado

primario.
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En el proceso de liofilizacion, la transferencia de calor de la fuente de calor al
producto es el paso limitante de la velocidad. Esto es causado por la elevada
entrada de calor necesaria para la sublimacion y por la dificultad de transferir calor
en sistemas bajo alto vacio. En general, la transferencia de calor al producto se
basa en tres componentes: radiacion de superficies "calidas"”, conduccion directa
dentro y entre fases sélidas, y conduccion de gas (conveccion) dentro de las fases
de vapor por difusion browniana y colision molecular. La transferencia de masa en
la etapa de secado primario se refiere a la transferencia de vapor de agua del
producto a través de canales abiertos, creados por la sublimacién previa de hielo,
al condensador. La mayor y por lo tanto la resistencia mas limitante a la
transferencia de vapor de agua durante el secado primario es la resistencia del

producto seco.

Para una eficiencia maxima del proceso, la temperatura del producto debe
mantenerse lo mas alta posible, generalmente por debajo de Tg 0 Teu, Y la presion

de camara mas baja posible sin perjudicar la velocidad de sublimacién [82].

Por otra parte, cada aumento de 1 °C en la temperatura del producto disminuye el
tiempo de secado primario en aproximadamente 13 %, lo que refuerza la premisa
de que la temperatura de secado debe mantenerse lo mas alta posible. El proceso

se caracteriza por la velocidad de sublimacién que puede expresarse como:

V = Ap(Pp_ Po)
Rp

(1)

Ap es el area de la seccion transversal del vial, Pp es la presion de vapor del producto
en el frente de sublimacion, Po es la presion de vapor parcial en el vial y Rp es la

resistencia de la capa seca al flujo de vapor de agua [86].

La resistencia del producto ya secado, que representa el 90 % de la resistencia total
al flujo de vapor, aumenta con el secado progresivo y puede provocar un incremento

de la temperatura del producto que posiblemente conduce al colapso de la matriz.
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Sin embargo, la aparicion de colapso a pequefia escala puede disminuir Rp y
aumentar la tasa de sublimacion [87]. Al final del secado primario, sélo esta presente
agua no congelada en la matriz liofilizada. Esta agua no puede eliminarse por

sublimacion, sino que debe eliminarse por desorcién (secado secundario).

1.4.2.3. Etapa de secado secundario

La matriz seca producida por el secado primario contiene todavia unida un poco de
agua no congelable que tiene que ser eliminada por desorcion a temperaturas mas
altas (entre 20-40 °C). Para evitar el colapso, no se debe aumentar la temperatura
del producto antes de que se haya eliminado todo el hielo. Asimismo, como el
contenido de humedad residual al final del secado primario puede ser tan alto como
30 %, un aumento demasiado rapido en la temperatura de la bandeja puede hacer
gue la temperatura del producto aumente por encima de la temperatura de colapso

dando lugar al colapso de la matriz [88].

Para promover aun mas el proceso de secado, algunos autores recomiendan
disminuir ain mas la presién de la cadmara para aumentar el gradiente de
concentracion de vapor de agua del producto a su entorno. El secado se ejecuta
rapidamente durante la parte inicial del secado secundario causada por el alto
contenido de agua, pero se ralentiza mucho a medida que el secado continda. Es
ventajoso una temperatura de bandeja elevada durante un periodo corto en vez de
una temperatura baja durante un largo tiempo. Ello se debe a que la tasa de
desorcién del agua desacelera draméaticamente con el tiempo a una temperatura
definida, y los tiempos mas largos de 3-6 h, a una temperatura dada reducen el

contenido de humedad sélo marginalmente [84,89].
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1.4.3. Almacenamiento del producto

El éxito de la liofilizacion de las nanoparticulas se basa, no Unicamente en la
resuspension facil y completa del liofilizado (sin la presencia de agregados
macroscopicos), sino también en el mantenimiento de las propiedades

fisicoquimicas y biofarmacéuticas y la estabilidad a largo plazo [90].

Un producto liofilizado debe presentar una degradacion minima y debe tolerar las
temperaturas atmosféricas para fines de distribucion. Sin embargo, seria peligroso
suponer que los productos liofilizados son completamente estables en
almacenamiento. La velocidad de desintegracion seguira estando ligada a las
condiciones de almacenamiento tales como la temperatura, asi como los productos
estan en viales cerrados bajo vacio, o rellenados con un gas inerte a presion parcial
para reducir el efecto del espacio atmosférico de vial en el producto. La exposicion
a la luz también puede afectar la vida util de un producto, pero como la mayoria de
los productos generalmente se almacenan en cajas, en la practica la exposicion es

minima.

Los productos farmacéuticos o biotecnolégicos reconstituidos de vez en cuando
pueden verse afectados por iones o componentes filtrados del vial o tapén. Hoy en
dia se dispone de viales y tapones disefiados especificamente para solucionar estos
problemas [80].

63






2.OBJETIVOS
o —






2. Objetivos

Aunque las nanoparticulas (NPs) presentan numerosas ventajas sobre otros
sistemas de administracion ocular de farmacos, tales como la liberacion controlada
del activo, su especificidad de accion, el paso a través de las barreras oculares, la
buena tolerabilidad, la capacidad de incorporar farmacos lipofilos e hidrofilos y la
proteccion del activo de la degradacion en el medio biolégico, el principal obstaculo
que limita su utilizacion es su inestabilidad fisica o quimica en suspensiones
acuosas Para superar este inconveniente, el contenido de agua debe eliminarse
para convertir la suspension de NPs en una formulacion en fase solida capaz de
mostrar una estabilidad adecuada para el almacenamiento a largo plazo. Con el fin
de mejorar la estabilidad, la liofilizacion, es la técnica usualmente aplicada en la

industria farmacéutica.

Teniendo en cuenta los aspectos anteriormente mencionados, el principal objetivo
de este trabajo se ha centrado en la optimizacion del proceso de liofilizacion de
sistemas nanoestructurados biodegradables para administracion ocular de
Flurbiprofeno, evaluando su influencia, una vez esterilizados por irradiacion gamma,

en el comportamiento biofarmacéutico, tolerancia ocular y eficacia terapéutica

Este objetivo global podria desglosarse en los siguientes objetivos parciales:

1. Producciény caracterizacion de sistemas nanoestructurados de flurbiprofeno
asociado a matrices poliméricas biodegradables de PECL cuya composicion
cuantitativa asegure el cumplimiento de las exigencias basicas
morfométricas de la via ocular con una elevada asociacion del farmaco al

polimero.
2. Seleccion del agente protector mas apropiado a fin de mantener las

caracteristicas iniciales de las NPs y asegurar las condiciones fisiologicas

apropiadas para la via ocular.
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Estudio de las propiedades crio y lioprotectoras del agente estabilizante de

la formulacién (Poloxamer 188).

. Estudio del proceso de liofilizacion en sus diferentes etapas, incorporando
los agentes protectores seleccionados con el proposito de mantener la
estabilidad fisicoquimica de las NPs (tamafio de particula reducido,
homogeneidad de la muestra, carga superficial adecuada y elevada
asociacion del farmaco al polimero) y obtener una suspension acorde a las
condiciones requeridas para los colirios (osmolaridad y estabilidad después
de ser reconstituidas) con un minimo de humedad residual en el producto

liofilizado.

Estudio de las interacciones farmaco-polimero mediante espectroscopia de

fotoelectrones generado por rayos X y calorimetria diferencial de barrido.

Determinacion del perfil de liberacion in vitro del flurbiprofeno a partir de los
sistemas matriciales desarrollados en presencia y ausencia del agente
protector seleccionado, determinando el tipo de cinética de liberacion en

funcion del modelo matematico de ajuste.

Estudio del proceso de esterilizacion mediante irradiacibon gamma de estos
sistemas, analizando su efecto en las caracteristicas fisicoquimicas de las

NPs y en el perfil de liberacion del farmaco.

Determinacion de la estabilidad de las formulaciones de flurbiprofeno
optimizadas, tanto liofilizadas como posteriormente esterilizadas en
presencia de trehalosa (TRE) o polietilenglicol 3350 (PEG) como agentes

protectores.
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9. Analisis del comportamiento reolégico de las formulaciones en diferentes

condiciones (sin agente protector, liofilizados y esterilizados).

10. Estudio del efecto de la liofilizacion y esterilizacion de las NPs desarrolladas

en la permeacion corneal y escleral ex vivo, en un modelo de cérnea porcina.

11.Determinacion de la eficacia antiinflamatoria in vivo y la tolerancia ocular in

Vivo e in vitro de estos sistemas.

En base a los resultados obtenidos por las diferentes técnicas se seleccionaran las
formulaciones idoneas para administracion ocular en funciéon de sus caracteristicas
morfométricas (condicionantes de posibles irritaciones oculares), la eficiencia de
asociacion del farmaco al sistema polimérico y el perfil de liberacion del principio
activo, que una vez optimizadas permitan, en un futuro préximo, su desarrollo

galénico y su posterior utilizacion en clinica.
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3. Resultados

Los resultados obtenidos a través de los diferentes analisis llevados a cabo en la
presente investigacion, permitieron generar dos publicaciones cientificas, en forma
de articulos. Los titulos y autores de los mismos, se describen a continuacién y al

mismo tiempo, cada uno de estos articulos se acompafa de un breve resumen:

Articulo 1:

Ramos Yacasi GR., Calpena Campmany AC., Egea Gras MA., Espina Garcia M.,

Garcia Lopez ML.

Freeze drying optimization of polymeric nanoparticles for ocular Flurbiprofen
delivery: effect of protectant agents and critical process parameters on long-term

stability.
Publicado en Drug Development and Industrial Pharmacy.

DOI: 10.1080/03639045.2016.1275669

Articulo 2:

Ramos Yacasi GR., Garcia Lopez ML., Espina Garcia M., Parra Coca A., Calpena

Campmany AC.

Influence of freeze-drying and y-irradiation in preclinical studies of flurbiprofen

polymeric nanopatrticles for ocular delivery using d-(+)-trehalose and polyethylene
glycol.

Publicado en International Journal of Nanomedicine.

DOI: 10.2147/1IN.S105606






Freeze drying optimization of polymeric nanoparticles for

ocular Flurbiprofen delivery: effect of protectant agents

and critical process parameters on long-term stability

Ramos Yacasi GR., Calpena Campmany AC., Egea Gras MA., Espina Garcia M.,

Garcia Lopez ML. In Drug Development and Industrial Pharmacy







3. Resultados

3.1. Freeze drying optimization of polymeric nanoparticles for ocular
Flurbiprofen delivery: effect of protectant agents and critical process
parameters on long-term stability (Articulo 1).

Resumen

Se prepararon suspensiones de NPs de flurbiprofeno asociado a una matriz de poli-
epsilon-caprolactona (PECL), utilizando poloxamer 188 como estabilizante (FB-
PECL-NPs), por la técnica del desplazamiento del disolvente, obteniendo unas
caracteristicas de tamafo de particula, indice de polidispersion y carga superficial
adecuados para la via de administracion ocular. Sin embargo, la suspension

presentd una pobre estabilidad cuando fue almacenada por largo tiempo.

Las NPs fueron sometidas al proceso de liofilizacion con el objetivo de superar los
problemas de estabilidad a largo plazo. Primeramente, se realizé la seleccion de los
agentes protectores mas apropiados para las FB-PECL-NPs utilizando un ciclo de
liofilizacién conservador. De ello, se obtuvieron dos posibles excipientes: trehalosa
(TRE) y polietilenglicol (PEG). Se estudié la influencia de la velocidad y la
temperatura de congelacién en la morfometria de las NPs con los agentes
protectores seleccionados (TRE y PEG), asi como la capacidad crioprotectora de
ellas. Por otro lado, se estudié la influencia de la capacidad protectora de P188 en

las FB-PECL-NPs durante el proceso de liofilizacion.

La etapa del secado primario fue disefiada en base a la temperatura de colapso de
las formulaciones a liofilizar. Teniendo en cuenta que esta etapa es la mas costosa,
la seleccion de sus parametros se enfocé al incremento de la velocidad de

sublimacién para las distintas formulaciones, individualmente.

Finalmente, para terminar con el ciclo de liofilizacion, las bases del secado
secundario fueron seleccionadas utilizando un disefio de experimentos. Los factores
independientes de este estudio fueron: concentracion de estabilizante,
concentracion del agente protector, temperatura de la bandeja en el secado
secundario y tiempo de secado secundario, donde las caracteristicas de
congelacion y secado primario fueron las seleccionadas previamente.
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El estudio de la influencia de estos factores en el tamafio de particulas, indice de
polidispersion, eficiencia de encapsulacion, potencial zeta, humedad residual,
osmolaridad y estabilidad después de ser reconstituidas fueron la plataforma para

la seleccion de las formulas de FB-PECL-NPs mas apropiadas para via ocular.

Las FB-PECL-NPs optimizadas fueron estabilizadas con P188 al 3.5 % (p/p) y
protegidos con PEG al 8 % (p/p). La suspensién fue sometida a un periodo de pre-
enfriamiento a +10 °C durante 1 h, congelacién a -50 °C durante 4 h, secado
primario a +5 °C y 0.140 mbar durante 24 h y un secado secundario de 45 °C durante
10 h.

En estas condiciones las NPs mostraron 188.4 £ 1.3 nm de tamafio promedio de
particula, 0.087 + 0.014 de indice de polidispercion, 85.5 % de eficiencia de
encapsulacion, 0.61 + 0.12 % de humedad residual, - 16.4 £ 0.1 mV de potencial
zeta y 325 £ 7 mOsmol/Kg de osmolaridad. Estas caracteristicas no sufrieron
cambios estadisticamente significativos a los 12 meses de ser almacenados como
polvos liofilizados. Después de su reconstitucion, la estabilidad en suspension

superd el mes de estudio sin cambios fisicoquimicos.

Ademas, se utilizo calorimetria de barrido diferencial (DSC) y difraccidon de rayos X
(XRD) para estudiar los componentes de las interacciones. Los espectros DSC y
XRD confirmaron una interaccién quimica adecuada entre los componentes de la
formulacibn y mostraron un estado semicristalino después del proceso de
liofilizacion.

Se consiguidé una Optima formulacion liofilizada para via ocular. Evidentemente, el
éxito del disefio de este sistema coloidal prometedor resultdé de la cooperacién
racional entre una buena formulacion y las condiciones adecuadas en el proceso de

liofilizacion.
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ABSTRACT

Context: The stabilization of flurbiprofen loaded poly-e-caprolactone nanoparticles (FB-PeCL-NPs) for ocular
delivery under accurate freeze-drying (FD) process provides the basis for a large-scale production and its
commercial development.

Objective: Optimization of the FD to improve long-term stability of ocular administration’s FB-P£CL-NPs.
Methods: FB-PeCL-NPs were prepared by solvent displacement method with poloxamer 188 (P188) as sta-
bilizer. Freezing and primary drying (PD) were studied and optimized through freeze-thawing test and FD
microscopy. Design of experiments was used to accurate secondary drying (SD) conditions and compo-
nents concentration. Formulations were selected according to desired physicochemical properties.
Furthermore, differential scanning calorimetry (DSC) and X-ray diffraction (XRD) were used to study interac-
tions components.

Results: Optimized FB-PeCL-NPs, stabilized with 3.5% (w/w) P188 and protected with 8% (w/w) poly(ethyl-
ene glycol), was submitted to precooling at +10°C for 1h, freezing at —50°C for 4h, PD at +5°C and
0.140 mbar for 24h and a SD at +45°C during 10h. These conditions showed 188.4+1.3nm,
0.087 +0.014, 85.5+1.4%, 0.61+0.12%, —16.4+ 0.1 mV and 325+ 7 mOsm/kg of average size, polydispersity
index, entrapment efficiency, residual moisture, surface charge and osmolality, respectively. It perfformed a
long-term stability >12 months. DSC and XRD spectra confirmed adequate chemical interaction between
formulation components and showed a semi-crystalline state after FD.

Conclusions: An optimal freeze dried ocular formulation was achieved. Evidently, the successful design of
this promising colloidal system resulted from rational cooperation between a good formulation and the
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right conditions in the FD process.

Introduction

Eye-drops are the most commonly selected form of fast drug
delivery to treat ocular disorders'. Moreover, this kind of formula-
tion offers some incentives to the pharmaceutical industry, such as
the cost and easy formulation development. However, given the
inherent anatomical and physiological barriers presented in the
eye, a poor drug bioavailability is expected, as a result of an
extensive precorneal drug loss"2. For this reason, it is an attractive
option to develop an efficient drug delivery system, which would
lead to an increased contact time between the vehicle and the
ocular tissue delaying simultaneously the elimination of the drug.

Thus, polymeric nanoparticles (NPs) development has increased
in recent times. These systems are suitable for hydrophobic drugs,
which have the advantage of maintaining drug activity at the site
of action, allowing the patients easy drug administration®®,
However, the stability of the NPs in their agueous system is short,
and this is the main limiting factor in using these systems.

NPs' physicochemical instability over storage could be over-
come using the freeze-drying (FD) technique. FD is used for

stability improvement by removing the water of the suspension’.
A typical FD process consists of three stages: freezing, primary dry-
ing (PD), which involves the removal of the ice by sublimation,
and secondary drying (SD) stage, which removes the unfrozen
water via desorption. Usually, protective agents are added to the
formulation to prevent the stress caused by freezing and drying
processes with the aim to retain the initial quality of NPs over the
FD process. In addition, these agents improve the redispersion of
the freeze-dried product®,

Lang et al.” mention several criteria that the freeze-dried for-
mulation should meet when intended for pharmaceutical applic-
ability: (1) the drug should be stable during production and
storage, (2) excipients should be FDA approved, (3) the freeze-
dried product appearance should be acceptable and reproducible
and (4) the preparation of the isotonic or closely isotonic liquid
formulation should be easily and quickly administered.

Flurbiprofen (FB), a water insoluble non-steroidal anti-
inflammatory drug, has been used to prevent intraocular inflam-
mation during eye surgery and to treat the inflammation of the
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tissues surrounding the eye®®, Eye-drops solution is the pharma-
ceutical presentation of FB for ophthalmic applications; however, it
presents a big disadvantage, as aforementioned.

In the present study, FB was successfully encapsulated in poly-
e-caprolactone (PeCL), a biodegradable and biocompatible polyes-
ter used as a drug delivery system. Its hydrophobic and slow
degrading nature makes PeCL a suitable carrier to entrap lipophilic
drugs such as FB'°, Furthermore, PeCL is considerably cheaper than
other polymers (polyglycolide, polylactide) and their copolymers'.
The focus of the study was the development of FB freeze-dried
polymeric NPs for ocular administration. In this context, collapse
temperature (T.,) of samples were studied by using freeze-drying
microscopy (FDM). The influence of various excipients on FB loaded
PeCL nanoparticles (FB-PeCL-NPs) was investigated in order to
select an appropriate protectant agent during FD. Moreover, the
protective effect of P188 during FD was also considered.
Subsequently, freezing conditions were studied and an appropriate
PD stage was designed to each selected protectant agent. Finally,
the influence of poloxamer 188 (P188) concentration, the protect-
ant agent concentration and SD conditions such as temperature
and time on the particle morphometry, surface charge, FB entrap-
ment efficiency (EE), osmolality, residual moisture content and sta-
bility after aqueous reconstitution of freeze-dried FB-PeCL-NPs,
were evaluated through a design of experiments (DoE).

Materials and methods
Materials

Flurbiprofen and PeCL with a molecular weight: ~10,000 to
~14,000 were purchased from Sigma-Aldrich (Madrid, Spain), as
well as the following excipients: p-(—)-Fructose, o-(+)-trehalose
(TRE), o-mannitol, b-(+)-glucose, sucrose, poly(ethylene glycol)
3350 (PEG) and poly vinyl alcohol (PVA). Poloxamer 188 was sup-
plied by BASF (Barcelona, Spain). All reagents and chemicals used
were of analytical grade.

Preparation of FB-PcCL-NPs

FB-PeCL-NPs were prepared using the solvent displacement
method described by Fessi et al.'? Briefly, an organic solution con-
taining 49.5mg of PeCL and 15mg of FB in 30 ml of acetone was
added dropwise, under moderate magnetic stirring at room tem-
perature, into 60ml of aqueous solution adjusted to a pH of 3.5
containing 249 mg of P188. Then, the organic solvent and part of
the water were evaporated under reduced pressure using a rotary
evaporator (BUCHI R-144, Flawil, Switzerland), to obtain a desired
FB concentration in NPs suspension (1 mg/ml).

Physicochemical characterization of FB-PcCL-NPs

The average particle size (Z,,) and polydispersity index (PI) of FB-
PeCL-NPs were determined by Photon Correlation Spectroscopy
(PCS) at 25°C using a Zetasizer Nano ZS (Malvern Instrument,
Malvern, UK) diluted previously at 1:10 in Milli-Q water'>. This
instrument also determines the surface electrical charge of par-
ticles by measuring zeta potential (ZP). Each sample was properly
diluted (1:40) in Milli-Q water. The ZP of NPs was calculated from
the electrophoretic mobility using the Helmholtz-Smoluchowski
equation'®. Three measurements were carried out for each sample
and the mean was calculated.

The EE of FB-PeCL-NPs was estimated, indirectly quantifying
the amount of non-encapsulated FB in the dispersion medium.

Briefly, the aqueous dispersion of FB-PCL-NPs was diluted (1:20)
with Milli-Q water, prior to filtration/centrifugation, to avoid
deposition of free FB (possibly crystallized) onto the NPs surface'”.
Then, the nanoencapsulated FB was separated by filtration/centri-
fugation using an Ultracel YM-100 (Amicon® Millipore Corporation,
Bedford, MA) centrifugal filter, at 14,000rpm for 15min, and
assessed by reverse-phase high-performance liquid chromatog-
raphy (RP-HPLC) (Waters, Milford, MA), by applying the following
equation:

Total amount of FB — Free FB
Total amount of FB

EE (%) = - 100 M

The detection wavelength was set at 247nm in UV detector,
using a reverse-phase C18 column of 4.6 x 150mm and a mobile
phase composed of water:acetonitrile (35:60, viv) acidified with
ortho-phaosphoric acid (pH 2.5)°. A flow rate of 1 ml/min was used
and the retention time of the drug was at 3.2min. Data analysis
was done by Empower software.

Collapse temperature determination upon freeze drying

T.e determination of FB-PeCL-NPs was performed using FDM
(Olympus, Model BX51, Biopharma Accessories and Components,
Winchester, UK) equipped with a video camera'®. A sample of 4 pl
was placed between two cover slides located in the FDM chamber
and cooled using liquid nitrogen to the target freezing tempera-
ture as per the programed cycle. Then, a vacuum was applied
using a vacuum pump to levels of 0.1 mbar to enable drying, and
the temperature of the product was increased using a heat
exchanger until collapse was evident. Data analysis was done by
Linksys 32 software (Irvine, CA). The FDM has the advantage that
it allows the direct observation of the product behavior during
sublimation and works under low pressure, as does the freeze-
drier. In this study, we used the term “collapse” to identify melting
of crystalline components and collapse of the amorphous ration.
Our formulations contain both crystalline and amorphous compo-
nents, thus it is difficult to discern between both phenomena.

Freeze drying tests

All FD cycle were carried out in a Telstar Lyobeta Freeze dryer
(Telstar, Barcelona, Spain), equipped with Pirani and capacitance
vacuum gauges. The parameters and data were controlled and
processed by the SAMIS system.

Freezing

In order to evaluate the resistance of NPs during the freezing
stage, two different procedures were evaluated using 1.5ml of FB-
PeCL-NPs filled into 8 ml flat-bottom and screw-cap glass vials con-
taining 1.5 ml of suitable protectant agent.

The decrease in temperature at —196“C/min, which is reached
only with liquid nitrogen, was studied in FB-PeCL-NPs formula-
tions. In this way, samples in glass vials were placed in a shelf con-
taining liguid nitrogen. Also, slow freezing rate were evaluated
using shelf-ramped freezing. First, the samples were placed for 1h
on shelves previously cocled at +10°C and then they were
submitted at —50 °C for 4 h to ensure the total solidification of the
samples, in this case, the decrease in temperature was at
0.5 °C/min. Using shelf cooled at temperatures +2 to +5 °C allows
the samples to initiate nucleation foci to achieve a uniformity
freezing'’. Samples were thawed at room temperature. Z,, was
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determined before freezing and after thawing, and the final to ini-
tial particle size ratio (5¢5;) was calculated by PCS.

Drying

In all drying cycles, the selection of parameters involved in PD was
set according to Chang and Fischer curve'® which shows the
mathematical relationship between chamber pressure, shelf tem-
perature, product temperature (Tproqucd) and sublimation rate and
illustrates the rationale to maximize sublimation rate. The param-
eter that is of greatest importance is the T,p4ue Which cannot be
directly controlled, thus these conditions were set according to T,
of sample (“Screening of protectant agents for FB-PeCL-NPs" sec-
tion discusses it more extensively). In this research, the process
was carried out by setting constant values of chamber pressure
and heating shelf temperature, which is more similar to what hap-
pens in industrial practice'®. Actually, recent studies describe
mathematical models (nonlinear model predictive control system)
to identify an appropriate combination of chamber pressure and
temperature of heat transfer fluid in terms of maximum value for
the Tyroauc Monitoring its evolution during PD?*?'_ It was not con-
sidered because our objective was to obtain an appropriate FD
cycle at controlled temperature and not to optimize the rate sub-
limation of a design space.

Moreover, in practice, there are other parameters that affect the
drying rate such as the nature and shape of the glass vial, as well as
any constriction in the way moisture that is allowed to leave (i.e.
the nature of the stoppers). Pt100 sensors were used to monitor
the Tyroauce evolution and determinate carefully the end point of
drying cycle. It is important to mention that an additional soak
period was given in order to guarantee that all batches were dried.

The diffusion of water from the product filaments (SD) is not
subject to simple kinetics and therefore it is not easily quantifi-
able??, The residual humidity (RH) into the dried product must be
controlled, as the moisture level defines the product stability dur-
ing storage®®., We selected SD conditions in an acceptable manner
by ramping the shelf temperature. Low ramp rates (<1°C/min)
toward SD were used in all assays as it is beneficial for product
quality (i.e. less shrinkage). It ensures that the T4 does not
exceed the T, in this transition phase, especially SD startup, when
water contents tend to be high and the Tyque comes closer to
the glass transition temperature (TQ)M. The big difference between
the selected temperatures (18°C and 45 °C) allowed to look into
the effects on the residual moisture content, but avoided exces-
sive product softening and eventual collapse. At the end of the
process, the vials were stoppered under vacuum.

In all the FD assays, aluminum foils, as thermal shield, were
used on the inner side of the FD chamber door in order to reduce
heterogeneity in heat transfer rates due to radiation from the
door. Also, the tested samples were from central position shelf, as
these vials represent the majority of the batch®.

Residual humidity determination

The RH of the freeze-dried samples was determined by Karl Fisher
coulometric titration (Titrino 702 SM Coulometer, Metrohm,
Filderstadt, Germany). Four milliliters of dry methanol (Hydranalw,
Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) was added to 600mg of the
freeze-dried samples by injection. The standard deviation was cal-
culated from three repeated measurements.

Osmolality

The osmotic pressure of 50 ul of each freeze-dried FB-PeCL-NPs
formulation was determined after aqueous reconstitution by using
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a micro-osmometer Advanced® Model 3320 (Advanced

Instruments, Inc., Norwood, MA).

Stability assays

A technology based on multiple light scattering analysis called
TurbiScan™ Lab (Formulation, L'Union, France) was used to pre-
dict the stability of the developed formulation®*’. Briefly, freeze-
dried samples after aqueous reconstitution were filled into a glass
vial which was completely scanned by a reading head. The read-
ing head consisted of a pulsed near-infrared light source
(> =880nm) with two synchronous optical detectors which receive
transmitted light (T) through the sample (0° from the incident
radiation), and backscattered (BS) light by the sample (135 from
the incident radiation) every 40 um. In this way, stability and/or
destabilization phenomena were detected much earlier than the
operator's naked eye. In this study, the formulation was opaque,
therefore only BS profile was used to evaluate physical stability of
FB-PeCL-NPs. The measurements were performed every three days
for 30 days in storage at +4°C. All samples were treated over a
30 days' period which is the manipulation time of multidose eye-
drops in a habitual therapy to treat postoperative inflammation
(~28 days)?®. The obtained profile characterizes the sample’s sta-
bility (no variation of BS and T), particles migration (local peaks of
variation of BS or T), and particles size variation (global variation of
BS or T on the whole height).

Experimental design

DoE is a very useful tool for the identification of critical parame-
ters and optimization of the respective process conditions®®. In
this study, a four factor, two-level design was generated using
JMP 7 statistical experiment design software (SAS, SAS Institute,
Cary, NC). It required a total of 16 experiments in a full factorial
design. The responses were therefore modeled using the following
polynomial equation:

¥ = by + byxy + baxs + baxs + baxg + byaxixz + bysxyxs + biaxixg
+ bogxaxg + baaxaxy + bygxsxy
(2)

where y is the dependent variable or response variable; x;, x3, x5
and x, are the factors or independent variables, by is the intercept,
by, by... are empirically derived coefficients related to the inde-
pendent variables x; or their interactions with the response y.

The four independent variables studied were P188 concentra-
tion (x;), protectant agent (x;), SD shelf temperature (x;) and SD
time (x4). The response variables considered were Z,,, Pl, EE, ZP,
RH, osmolality and stability after aqueous reconstitution of freeze-
dried FB-PeCL-NPs. The different levels for the independent varia-
bles are given in Tables 2(a) and 2(b). Responses were the result
of the individual influences and the interaction of the four inde-
pendent variables. To identify the significance of the effects and
interactions between them, multiple linear regression analysis and
ANOVA analysis were performed using Graphpad prism (Version 6
Demo; San Diego, CA). A p value less than .05 was considered to
be statistically significant.

Interaction studies

The physical state of FB and the possible interactions between the
drug and the components were assessed by X-ray spectroscopy
and differential scanning calorimetry (DSC) analysis. In order to
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remove the water, the NP's suspensions were ultracentrifuged at
99,276 xg for 2h (Optima L90K, ultracentrifuge, Beckman Coulter,
Brea, CA). The pellet was then dried to a constant weight in a des-
iccator’”. This procedure was not applied to the freeze-dried NPs
due to the water absence.

X-ray powder diffractograms were recorded on a PANalytical
X'Pert PRO powder diffractometer (Almelo, Netherlands). Samples
were sandwiched between 3.6 um films of polyester and exposed
to CuKa radiation (45kV, 40mA, L=15418 A) in the angles
26 =2°-60° with a step size of 0.026° and a count time of 200s.

DSC analysis was performed using a DSC823e System (Mettler-
Toledo, Barcelona, Spain). Around 1-2mg of bulk samples were
heated from 25°C to 150°C at 10 °C/min under nitrogen atmos-
phere. Data were evaluated from the peak areas using the Mettler
STARe V 9.01DB software (Mettler-Toledo, Columbus, OH).

Results and discussion

PeCL NPs containing FB and stabilized with P188 were successfully
prepared by using the solvent displacement method, characteriz-
ing formulation in terms of Z,, Pl and ZP. A Z,, of 1776.0£0.1nm
with low Pl (0.086+0.010) characteristic of a monodisperse col-
loidal suspension, and a ZP value of —17.20+0.15mV were
obtained.

However, its physical and chemical stability was presented for
just around three weeks; thus, an FD process was applied.
Macroscopic aggregations in NPs were noticed after aqueous
reconstitution of freeze-dried samples without any protectant
agent (Table 1). These results suggested that FB-P=CL-NPs suspen-
sion required the use of an additive which can protect NPs during
the stabilization process. Also, several authors reported their use
in relatively high concentration (10-30%)*".

Based on previous literature reports®****, seven excipients
were chosen for this study: two monosaccharides (glucose and
fructose), two disaccharides (TRE and sucrose), two polymers (PEG,
PVA) and a polyol (mannitol). They were evaluated according to
the minimal changes of NPs properties after FD, which confirm
the conservation of NPs after aqueous reconstitution.

Screening of protectant agents for FB-PcCL-NPs

In order to investigate the impact of protectant agent effects in
NPs and accelerate the sublimation rate during the stabilization
process, appropriate FD cycles were used in all assays to produce
freeze-dried FB-P=CL-NPs with good quality.

As PD is the most expensive stage of FD in terms of time and
energy, the objective of PD optimization is generally focused on
removing the bulk water by drying the product just below its
Teo'®**. To accomplish this, a combination of higher shelf tem-
perature and lower chamber pressure is better than a combination

of lower shelf temperature and higher chamber pressure. In this
context, development of high T, formulations results in high
shelf temperature during PD. If the Tppaue is Not maintained
below T, during sublimation, “melt-back” (Tprodue>eutectic tem-
perature) or product collapse (Teaua>glass transition tempera-
ture) takes place. In these conditions, the risk of losing
macroscopic structure and collapses during FD is too high, that
would then be named as "macrocollapse™®. It could be result-
ing in a final unsatisfactory dosage form associated with NPs
aggregation phenomena, NPs breaking, higher residual water
content than a dried product without collapse and a long aque-
ous reconstitution time, among others. Nevertheless, there has
been recent interest in FD in amorphous formulations at or
above their T, specially at startup PD, in which the basic pore
structure of the dry layer remains intact, showing little sign of
visual or "macrocollapse”, referred to as "microcollapse™®. In
spite of these aggressive FD cycles are useful to dramatically
reduce the PD time, some studies have considered the associ-
ation between loss of stability during the process or long term
stability and “microcollapse”, especially in proteins, so these
effects should be studied in each specific case® >°. All these
would contribute to the development of a successful exergy
analysis related to the operating conditions because this would
improve the economic efficiency (and the sustainability) of the
process by increasing the efficiency of energy utilization®”.

For this first evaluation, formulations were submitted in a con-
servative FD cycle. In this context, only one FD cycle was designed
in order to avoid numerous time-consuming factors. Each protect-
ant agent was tested at 3% (w/v). The freezing stage was carried
out according to the slow freezing protocol (see “Freezing” sec-
tion). This helped to promote ice nucleation and aim less super-
cooling supporting a faster sublimation and shorter drying
time*®*'. Chang and Fischer'® curve helped us to establish a
rational PD drying cycle with a minimum of trial and error experi-
mentation resulting in acceptable products. PD temperature was
set according to T, of FB-PeCL-NPs prepared with fructose,
because it has the lowest T, value (—42°C) (Table 1). Shelf tem-
perature and chamber pressure were controlled as the major
determinants in product drying®. In order to allow sublimation,
chamber pressure was reduced below the saturated vapor pres-
sure of ice at the Tj,quc. However, if this pressure is reduced to a
negligible value compared to ice vapor pressure, the diffusion
effects are absent and only hydrodynamic flow happens. Besides,
when drying takes place at atmospheric pressure, there will be
almost no gradient of total pressure and mass transport will be by
the diffusion of moisture through air’**?, As the sublimation of
water vapor from the frozen sample is an endothemic reaction
(sublimation heat 27.17 J/g approximately), the energy for con-
tinuing sublimation of ice needs to be supplied from the shelves
by heating to increase shelf temperature®. In this way, the

Table 1. Collapse temperature (T_,) and physicochemical characteristics of freeze-dried FB-P=CL-NPs.

Protectant agents added

to FB-PeCL-NPs T 70 Zy, (nm) Pl S¢S Osm (mOsm/kg) t, (s)
Fructose 42 213.3+95 0.229+ 0070 1.30 345+2 <3s
Trehalose 36 194.0+45 0.198 £ 0028 1.17 160 =1 <3s
Mannitol 24 2354+53 0.233+0014 1.14 340 +6 <3s
Glucose 33 249.7£75 0.424 £ 0027 1.50 347 £2 <3s
Sucrose 19 200.0+2.7 0.218+£0025 1.24 234+2 <3s
PEG 25 166.6+3.1 0.097 £0012 0.98 581 <3s
PVA 17 246.4+3.8 0.093£0095 1.09 47 £2 7205
None 30 693.6+483 0.658 + 0026 415 6+1 <3s

S;: size immediately after the addition of the protectant agent; S size after the freeze-thawing treatment.
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following FD protocol was used: holding in precooling shelf at
+10°C for 1h, freezing at —50°C for 4h, PD at —15°C and
0.047 mbar for 56h and SD at +30°C for 6h. A difference around
30°C can be observed between the T, of FB-PeCL-NPs protected
with fructose and the established PD temperature. This was
caused by the fact that the Tyrogue Was always lower than the
shelf temperature, due to the loss of heat by sublimation and
thermal resistance between shelf and vials.

The visual inspection of tested formulations, containing differ-
ent protectant agents, presented a good appearance without any
"macrocollapse” or shrinkage of the structure. The freeze-dried FB-
PeCL-NPs were aqueously reconstituted to half of the freeze-dried
volume, in order to recover the initial FB concentration (1 mg/ml),
see “Freezing” section. They were evaluated in the Z,,, Pl, osmolal-
ity and reconstitution time (Table 1). The results of this preliminary
screening study displayed S¢S ratios of <2, which represent a
good interaction between the protective agent and FB-PeCL-
NPS31.32.43.

PEG was clearly the most effective protectant agent. In spite of
its possible crystallization during freezing®, PEG retained initial NPs
morphometric characteristics, which demonstrated excellent pro-
tective properties. Probably PEG works as a stabilizer and acts as a
coating agent as it does with proteins®,

TRE displayed the best performance from the sugar category.
Even though it did not conserve Pl value, it showed one of nearest
values to the initial Z,, (Table 1). Some advantages of TRE against
other sugars have been mentioned, such as: less hygroscopicity
and the absence of internal hydrogen bonds, which allow more
flexible formation of hydrogen bonds with NPs during FD’. Sugars
are considered to be the most common protectant agents in FD.
Several physical and chemical protective mechanisms involved in
freezing and drying stages have been postulated and it is prob-
able all of them contribute to NPs’ stabilization. In the freezing
stage, it has been mentioned that sugars act as a spacer between
the NPs. Sugar hinders them from sticking until T, is reached,
hence NPs are isolated in a glassy matrix. In the drying stage, it
has been suggested that sugars play a role of replacing water;
they form hydrogen bonds with polar groups of NPs surface dur-
ing sublimation. Also, it was proposed that sugars act via "dilu-
tion", isolating individual particles to provide stability; this physical
separation within the unfrozen fraction is enough to inhibit harm-
ful reactions (e.g. aggregation) and glass formation is not
required*>.

Fructose, mannitol, glucose and sucrose were not effective in
preserving initial morphometric FB-PeCL-NPs characteristics at 3%
(w/v). Furthermore, fructose, glucose and mannitol displayed
hyperosmotic values. Osmolality of formulation designed for ocular
administration should be similar to lacrimal fluid (around
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302-318 mOsm/kg in normal eye) in order to avoid ocular
irritation®.

The reconstitution time of freeze-dried samples is considered
as an another parameter of product quality. In this way, PVA
showed a longer aqueous reconstitution time and a high Z,,. The
reconstitution properties of freeze-dried samples are related with
the dry matrix, such as: morphology, surface area, presence of col-
lapse or melt back, presence of hydrophobic coatings and the uni-
formity of channels in the dry matrix. It is even a field to
investigate45.

Based on these studies, PEG and TRE were further evaluated as
a possible protectant agent for FB-PCL-NPs.

Influence of P188 properties in FB-P=CL-NPs in the FD process

P188 was reported as a poor steric stabilizer in FD due to its
low molecular weight, compared with Poloxamer 407 and
Poloxamer 338%. In order to evaluate the protectant effect of
P188 in FB-PsCL-NPS during an FD process, NPs were stabilized
and freeze-dried at different concentrations of P188 (1, 25, 5
and 7%). Having into account the T, of FB-PeCL-NPS deter-
mined by FDM (—30°C), an appropriate FD cycle was elaborated
according to the same criteria as explained in “Freeze drying
tests” section. Briefly: holding in precooling shelf at ~10°C for
1h, freezing at —50°C for 4h, PD at 0°C and 0.140 mbar for
20h and SD at +30°C for 6h. Furthermore, samples were kept
at the end of the freezing stage in order to evaluate the cryo-
protectant properties of P188.

As can be seen in Figure 1, the different samples displayed S¢5;
and PI¢/Pl; ratios <2 after the thawing test, which confirmed the
efficiency of the cryoprotection system®'. It showed P188 avoided
NPs aggregation during the freezing stage, as this effect was not
dependent on the P188 amounts studied in this test. However,
freeze-dried NPs displayed very high S¢S and Pl/Pl; ratios after
agueous reconstitution. It showed that P188 had no protection
effect on the drying stage.

P188 acts as a steric stabilizer of the NPs suspension, forming a
hydrophilic layer at the NPs surface which prevent NPs aggrega-
tion*”"*%, In addition, P188 has excellent water solubility through
its polyethylene oxide (PEO) block, and allows hydrogen bonding
interactions with water molecules. In this way, P188 acts as spacer
between the NPs, avoiding their agglomeration during the freezing
stage. In the drying stage, it can be assumed that two ends of crys-
tallized PEO chain on separate particles may have formed inter-par-
ticular bridges during sublimation, as a result of the particles’
proximity and covalent bond of P188 to the particles’ surface®.

e SffSi Thawed =@ S5f/SiDried = &= PIf/Pli thawed = += PIf/Pli dried
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Figure 1. Determination of the protective properties of poloxamer 188.
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Consequently, it results in aggregated particles after water
removal.

Influence of freezing temperature and rate in FB-PsCL-NPs

The effects of the freezing temperature and rate on Z,, and Pl of
FB-PeCL-NPs were evaluated together because they are inherently
related.

PEG and TRE were added individually to FB-PeCL-NPs at differ-
ent concentration (3-10%) and submitted at two different freezing
methods (“Freezing” section). No statistical differences were
observed on Z,, and Pl of NPs protected with PEG between both
freezing conditions. TRE showed a similar performance (data not
shown). It could be concluded that both freeze methods avoid
NPs aggregation with the same level of efficacy for our formula-
tions. Nevertheless, there was a statistical significant difference
between them; a light increase in Pl values was observed when
FB-PeCL-NPs were frozen with TRE (Pl =0.123) in comparison with
PEG (Pl =0.090) which was able to retain the initial values. This is
probably associated with thermal properties of each excipient.
Moretton et al>' proved that at a certain freezing temperature,
maltose formed a glassy matrix more stable than glucose due to

its higher Ty which aims for the anticipated glassy formation®. In

our case, T, values of TRE and PEG (amorphous components) are
—36°C and —25°C, respectively (Table 1). In this context, it is
probably that the anticipated PEG glassy matrix performance pre-
vents micellar aggregation before TRE. As it is well known, a slow
freezing leads to the formation of large ice crystals with few and
large pores structure. Thus, slow freezing protocol was selected to
further studies because it facilitates the escape of water vapor dur-
ing sublimation reducing the time of PD and avoiding NPs aggre-
gation. An added benefit of these conditions is that it is more
suitable for industrial scale in comparison with ultra-rapid freezing
using liquid nitrogen.

Design and optimization of freeze-dried FB-P:CL-NPs

Adequate FD cycles were developed for each protectant agent
according to the criteria explained in “Freeze drying tests” section:
slow freezing rate was carried out as it was previously studied and
the selection of drying parameters was set according to Chang
and Fischer'®, Thus, the following FD protocol was used: holding
in precooling shelf at +10°C for 1h, freezing at —50°C for 4h, PD
at +5°C and 0.140 mbar for 24 h, using PEG as protectant agent.

Table 2a. Variables and measured responses for the 16 freeze-dried experiment formulation runs, with trehalose as protectant agent.

Independent variables

Measured responses

Osm Stability
Run order gy (%) Coror (%) T °Q) tsp (h) Z,, (nm) EE (%) ZP (mV) RH (%) (mOsmol/kg) (days)
1 1.66 3 18 3 1941+£1.6  0.190+£0.054 87505 9.79+0.11 927023 1851 3
2 1.66 3 18 10 203126 02510024 865%14 990+0.09 577+0.18 211+3 3
3 1.66 3 45 3 2036+26  0218+0.067 86.0£0.0 10.80 £0.17 312025 202+3 7
4 1.66 3 45 10 207419 0227+0.045 87.0£14 980+008 034:+0.65 1752 3
5 1.66 10 18 3 1816+0.2 0.090+0.045 86.8+25 10.80 +0.06  5.05+048 538+4 7
6 1.66 10 18 10 178705  0124+0.032 87.0£0.0 1010019 250£0.27 534+8 10
7 1.66 10 45 3 1837+24  0.099+0.023 87.5£05 1050030 287022 4%+ 4 14
8 1.66 10 45 10 1919+0.7 0.085+0.012 87.0+£0.0 974+006 029+0.10 592+ 6 24
9 3.5 3 18 3 2456+57  0291£0023 86.0£0.0 1030+0.14 767024 2151 3
10 35 3 18 10 2658+0.1 0340£0.015 86.5£05 1030 £0.11 2312074 230+2 3
1 35 3 45 3 2058+ 0.1 0451+0.018 87.5+05 1070 £0.07  4.00+0.87 237+2 3
12 3.5 3 45 10 251802 0366+0.013 87.5£05 10.80 £0.06 1.10£0.76 190+2 3
13 35 10 18 3 1832+0.1 0.117+£0.016 86.5+05 996+037 838+045 616+ 8 10
14 35 10 18 10 1832+0.1 0097 £0.064  86.0£0.0 1020 +£0.10 396023 670+ 6 14
15 35 10 45 3 1866+£0.2 0.119+0.072 87.0£14 1060 +£027 378+0.10 584+5 14
16 35 10 45 10 1828+0.2 0.102+0.012 86.5+2.1 995+0.18 121+£0.12 644+ 5 21
Table 2b. Independent variables and measured responses for the 16 freeze-dried experiment formulation runs, with PEG as protectant agent.

Independent variables Measured responses

Osm Stability
Run order  Caap (%)  Com (%)  Top °C0)  tsp (h) Zy, (nm) Pl EE (%) ZP (mV) RH (%) (mOsmol/kg) (days)
1 1.66 3 18 3 1784+24 0.096+0.006 86.0+0.0 17.50+£0.19 097 +0.12 56+7 3
2 1.66 3 18 10 180.2+£12.8  0.102+0.065 86.0+2.1 17202009 098 +0.11 69+5 3
3 1.66 3 45 3 183.1+£20 0114£0013  87.5+05 17.20£024  0.70+£094 702 3
4 1.66 3 45 10 186.9+18 0.104+0.027 86.5+05 1740021 0.69+0.19 56+2 3
5 1.66 10 18 3 1843+22 0.098+0.018 87000 17.20£0.18  051+032 296+8 7
6 1.66 10 18 10 191.8+22 0.086+0.021 86.0 0.0 16.80+0.15 0.80+0.24 3307 7
7 1.66 10 45 3 189.0+22 0.085+0013 878+25 17.40+0.11 087 £0.17 345+5 10
8 1.66 10 45 10 187.0+£34 0.086+0.017 865+05 1730015 051011 311+6 10
9 35 3 18 3 189.5+1.1 0129+0028 86.0+£0.0 17.20£0.15 0821023 90+3 3
10 35 3 18 10 184.6+6.7 01160012  87.5+05 16.70£006  0.77£0.14 87+3 3
1 35 3 45 3 189.8+1.2 0131£0019 87.5+14 1740011 09 £0.11 81+1 3
12 35 3 45 10 178.1+37 0127+0016 865+14 17.80+006 0.74+0.15 85+3 3
13 35 10 18 3 186.0+£2.0 0.084+0023 87000 17.00£008 066+021 396+7 7
14 35 10 18 10 190.1+£2.2 0.075+£0020 86505 17.60£0.14 057022 4101 7
15 35 10 45 3 187.0+£1.0 0.095+0.012 86505 17.50£017 065+0.16 343+4 23
16 35 10 45 10 1864+24 0.101£0.058 865+14 17.60£006  0.66+0.62 385+9 30
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Initially, the chamber pressure proposed in the FD protocol using
TRE as protectant agent was 0.050 mbar due to its low T,
(—36°C), it was modified because the diffusion effects were absent
and only hydrodynamic flow takes place® % It was as follows:
holding in precooling shelf at +10°C for 1h, freezing at —50°C
for 4h, PD at —3 °C and 0.140 mbar for 24 h. SD time and SD tem-
perature were studied at two levels in order to study their influ-
ence in RH on the product (see “Drying” section).

The full factorial design was focused on the determination of
settings for stabilizer concentration (C.p), protectant concentra-
tion (Cpree)e shelf temperature in SD (Tsp) and time in SD (sp) to
result in small Z,,, low Pl, high EE, low RH, appropriate ocular
osmolality, higher ZP values and longer stability in aqueous form.
The response parameters and their magnitudes for each of the 16
experiments are given in Table 2(a) and (b).

According to estimated DoE responses to NPs prepared with
TRE; the mean Z,, and Pl values of freeze-dried FB-PeCL-NPs
decrease when TRE concentration and the interaction TRE/P188
concentration are increased. On the contrary, the size and Pl val-
ues increase when P188 amount is increased (p<.05). As was
aforementioned, NPs aggregation is due to the fact that P188
could form inter-particular bridges during sublimation.

Furthermore, osmolality increases when TRE concentration and
stabilizer concentration are increased, the first one being the most
influential in this response. The stability after aqueous reconstitu-
tion showed almost exclusive dependence on TRE concentration.
TRE turns these systems more kinetically stable, probably because
the migration phenomena are minimized, decreasing the risk of
particle sedimentation, creaming or aggregation®®. Moreover, the
SD shelf temperature, the interactions of the TRE concentration/SD
time and the TRE concentration/SD shelf temperature were the
others factors (p<.05) that governed the stability of the freeze-
dried FB-PeCL-NPs suspension in a positive way. Thus, a better sta-
bility will be induced when the factors mentioned before are
increased.

Likewise, freeze-dried NPs showed low RH values when NPs
suspensions were exposed at a higher SD shelf temperature and
at a higher SD time. This result reinforces the premise that
amorphous products as TRE are more difficult to dry than crystal-
line productsm. TRE is a water-structure maker (kosmotrope), this
means that the interaction between TRE/water is much stronger
than water/water interaction. The amorphous TRE has local pock-
ets of crystalline dihydrate where the residual water molecules are
trapped and immobilized into a glassy matrix when water is
scarce. This, along with the reversible transition of TRE between
the dihydrate and anhydrous crystalline forms, was proposed to
be the mechanism by which TRE maintains and protects an organ-
ism during drying. Moreover, the o-1,1-glycosidic bond in TRE is
much less susceptible to hydrolysis than the o,p-1,2 glycosidic
bond of the other nonreducing sugar (i.e. sucrose). All these fac-
tors probably slow down the release of water’®. Thus, higher tem-
peratures and longer times are needed to remove the absorbed
water in FB-PeCL-NPs with TRE added.

According to the statistical ANOVA, independent factors did
not have any significant influence on EE and ZP, so all their coeffi-
cients had a p>.05 (Prob > [t]). Figure 2 shows the Pareto plot for
Z4y, Pl, osmolality, RH and stability along with the p values for vari-
ous factors or interactions. In order to generate a reduced regres-
sion equation for FB-PeCL-NPs quality prediction, factors with no
significant effects were omitted from the full models, while keep-
ing only factors with significant effects. The reduced
equations relating the physicochemical characteristics of NPs with
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the independent variables were:

Zas = 128.98 + 48.69 x; +5.50 x — 4.87 x1x2 Y =0.95  (3)
PI=0.10+0.11 x; +0.001 x; — 0.01 x1x2 r* = 0.98 (4)
Osmolality = 46.96 — 1.40 x; +41.32 x3 + 4.95 x1x2 =099 (5)
RH=1241—-0.17 x3— 068 x; +0.01 X33, ¥ =0.94  (6)
Stability = 6.57 — 0.56 x3 — 0.13 x3 — 1.45 x4 + 0.04 x3x3 + 0.14 xax4
+0.008 x3% r* = 0.97
(7)

The coefficients of determination indicated a good fit.
Predicted responses were generated using Equations (3)-(7).

As can be seen in Figure 3, according to estimated DoE
responses to NPs prepared with PEG, it displays that PEG concen-
tration is the only significant factor (p<.0019) affecting the PI of
samples. This influence provided a negative effect; thus, lower Pl
values were observed when PEG concentration was increased.
Lower Pl reveals good sample homogeneity and would allow
closer contact between drug-loaded NPs and biological mem-
branes. It promotes a more effective drug penetration into tis-
sue®'*2, Furthermore, PEG concentration, SD shelf temperature
and the interaction of these factors were significant (p<.05) to FB-
PeCL-NPs stability. They provided a positive effect; thus, an
increased concentration of these factors would give a better stabil-
ity to FB-PCL-NPs suspension.

In the same way as TRE-DoE; the osmolality response in PEG-
DoE was positively governed by protectant and stabilizer
concentrations, being the first one of the most predominant vari-
able. The influence of independent factors on EE, Z,,, ZP and RH
of freeze-dried FB-PeCL-NPs showed no statistically significant
differences.

Mostly, the RH % is determined by the final T,oaue, Which is
predominantly influenced by the shelf temperature and the dur-
ation of SD'®'®%, Noticeable, even though all PEG-DoE formula-
tions had different solid concentrations (4.0-11.9% w/w) and
were submitted at different SD process conditions, they dis-
played RH values < 1% according to the Karl Fisher method
(Table 2(b)). This may be due to the property of semi-crystalline
materials such as PeCL and PEG to maintain low absorbed
water content'®, This behavior is based on the conformational
properties of the —-OCCO- sequence in PEG chain. It is sug-
gested that the majority of the possible conformations from
rotation around the C-C bond are relatively non-polar, while
only two are strongly polar. This polar section has the lowest
energy and interacts most favorably with water. The increase in
temperature, such as happening in SD, impacts in two ways:
the non-polar conformations start to govern the properties of
the chain, so it makes interactions with water less favorable,
additionally, the water activity increases and even more when
its concentration decreases™. Moreover, it was reported that the
number of water molecules bound per monomeric unit
decreases while PEG is under drying®®. Thereby, the PEG-water
interactions become less favorable with increasing temperature
and it would facilitate a surface fast drying of FB-PeCL-NPs with
PEG added.

According to the statistical ANOVA, independent factors did
not have any significant influence on Z,,, EE ZP and RH, so all
their coefficients had a p>.05 (Prob > [t]). Figure 3 shows the
Pareto plot for mean PI, osmolality and stability along with the p
values for various factors or interactions. Factors with no signifi-
cant effect were omitted from the full model in order to generate
a reduced regression equation for FB-PeCL-NPs quality prediction.
The reduced equations relating to the physicochemical
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Term Estimate Size Probit]
Protectant (%)(3,10) -2471875 0,0008*
Stabilizer (%) Protectant (%) -1568125 0,0062"
Stabilizer (%)(1,66,35) 1568875 0,0062*
SD Shelf temperature (°C)(18,45) 426875 02711
SD Shelf temperature (°C)'SD Time (h) -388125 03119
Stabilizer (%)*SD Time (h) -285625 0,445
Protectant (%)*SD Shelf temperature (°C)  -198125 0,5908
Protectant (%)'SD Time (h) 078125 08299
Stabilizer (%)*SD Shelf temperature (°C) 063125 0,8621
SD Time (h)(3,10) -059375 08702
Term Estimate Pl Prob>|t|
Protectant (%)(3,10) -0,0938125 <,0001*
Stabilizer (%)(1,66,3,5) 0.0374375 0,0030"
Stabilizer (%)"Protectant (%) -0,0328125 0,0053*
SD Sheif temperature (°C)"SD Time (h) -0,0144375 0,0926
Stabilizer (%)*SD Shelf temperature (°C)  0,0136875 0,10683
Protectant (%)"SD Shelf temperature (°C) -0,0133125 0,139
SD Shelf temperature (°C)(18,45) 0,0104375 0,1838
Stabiizer (%)*SD Time (h) -0,0101875 0,2030
Protectant (%)*SD Time (h) -0,0031875 0.6681
SO Time (h)(3,10) 0,0010625 08846
Term Estimate Osmolality Proboit]
Protectant (%)(3.10) 189,3125 <,0001*
Stabiizer (%)(1,66,3.5) 28,3125 0,0141"
Stabiizer (%)*Protectant (%) 15,9275 0,0920
Protectant (%)*SD Time (h) 14,9375 0,1087
SD Time (h)(3,10) 10,8125 02172
SD Shelf temperature (°C)(18,45) -4,9375 0,5476
Stabilizer (%)*SD Shelf temperature (°C) -45625 05774
Stabiizer (%)*SD Time (h) -0,5625 0,9443
SD Shelf temperature (°C)*SD Time (h) -0,5625 09443
Protectant (%)"SD Sheif temperature (°C) -0,3128 0,9690
Term Estimate RH Probit|
SD Shelf temperature (°C)(18,45) -1,762500 0,0018*
SD Time (h)(3,10) -1,666250 0,0023*
Stabilizer (%)*Protectant (%) 0,627500 0.0835
Protectant (%)(3,10) -0,346250 0,2873
SD Shelf temperature (°C)*SD Time (h) 0,312500 03318
Protectant (%)*SD Shelf temperature (°C)  0,295000 0,3570
Stabiiizer (%)*SD Time (h) -0,240000 0,4469
Stabilizer (%)"SD Shelf temperature (°C) 0,233750 0,4581
Stabilizer (%)(1.66.3.5) 0.200000 05223
Protectant (%)*SD Time (h) 0,151250 06253
Term Estimate Stability Prob>it]
Protectant (%)(2,10) 5,375000 0,0001*
SD Shelf temperature (°C)(18,45) 2,250000 0,0069"
Protectant (%)"SD Sheif temperature (°C)  1,750000 00185
Protectant (%)*SD Time (h) 1,750000 0,0185*
SD Time (h)(3,10) 1,250000 0,0576
Stabilizer (%)"SD Sheif temperature (°C) -0,875000 0,1484
Stabilizer (%)"Protectant (%) 0,500000 03713
SO Shelf temperature (°C)*SD Time (h) 0,375000 0,4345
Stabilizer (%)*SD Time (h) 0,125000 0,8159
Stabilizer (%)(1,66,3,5) 0,000000 1,0000

Figure 2. Pareto plot of TRE — DoE responses.

86



3. Resultados

DRUG DEVELOPMENT AND INDUSTRIAL PHARMACY @ 9

Term Esti Pl Prob>it]
Protectant (%)(3,10) -0,0130625 0,0019*
Stabilizer (%)(1,66,35) 0,0054375 0,0561
Stabiizer (%)"Protectant (%) -0,0054375 0,0561
SD Sheif temperature (*C)(18,45) 0,0035625 01657
Stabilizer (%)*SD Shelf temperature (°C) 0,0026875 0,2756
SD Time (h)(2,10) -0,0021875 0,3649
SD Shelf temperature (°C)*SD Time (h) 0,0013125 0.5761
Protectant (%)*SD Shelf temperature (°C) -0,0005625 0,8080
Protectant (%)"S0 Time (h) 0,0004375 0,8499
Stabiizer (%)*SD Time (h) -0,0003125 0,8924
Term Estimate Osmolality Prob>|t|
Protectant (%)(3,10) 138,8750 <,0001"
Stabilizer (%)(1,66,3,5) 21,5000 0,0084"
Stabilizer (% )*Protectant (%) 10,0000 0,1071
Stabilizer (%)*SD Shelf temperature (°C) -7.5000 02013
SD Shelf temperature (*C)*SD Time (h) -3,7500 0,4951
SO Shelf temperature (°C)(18,45) -3,6250 0,5089
Stabilizer (%)*S0D Time (h) 36250 0,5089
Protectant {%)"SD Time (h) 3,5000 0,5230
SD Time (h)(3,10) 3,5000 0,5230
Protectant (%6)"SD Shelf temperature (°C) -2,3750 0,6609
Term Estimate Stebility Prob>|t|
Protectant (%)(2,10) 4,8125000 0,0049*
SD Shelf temperature (°C)(18,45) 2,8125000 0,0377*
Protectant (%)"SD Shelf temperature (*C) 28125000 0,0377*
Stabiizer (%)*SD Shelf temperature (°C)  2,0625000 0,0946
Stabiizer (%)*Protectant (%) 2,0625000 0,0948
Stabiizer (%)(1,66,3,5) 2,0625000 0,0948
Stabiizer (%)*SD Time (h) 0,4375000 0,6306
SD Time (h)(3,10) 0,4375000 0,6806
Protectant (%)"SD Time (h) 0,4375000 0,6806
SD Shelf temperature (°C)*SD Time (h) 0,4375000 0,6308

Figure 3. Pareto plot of PEG — DoE responses.

characteristics of NPs with the independent variables were:

Pl =0.126 — 0.004 x, r? =0.91 (8)
Osmolality = —53.00 + 3.18 x; +31.67 x; +3.11 x;%; ¥ = 0.99
9)

Stability = 4.50 — 0.50 x2 — 0.18 x3 + 0.06 xax3 * = 0.91  (10)

The coefficients of determination indicated a good fit.
Predicted responses were generated using Equations (8)-(10).

Optimized FB-P=CL-NPs characterization

After generating the polynomial equations relating to the effects
of independent factors and their interactions on the FB-PeCL-NPs,
JMP 7 desirability function was used to maximize the suitable
characteristics of each formulation; they were 0.865 and 0.998 for
FB-P£CL-NPs prepared with TRE and PEG, respectively. Optimal for-
mulation was based on the set criteria explained in “Design and
optimization of freeze-dried FB-PeCL-NPs” section Figure 4(a,b)
shows the effect of different levels of each independent variable
on the responses as well as the adequate values of independent
factors that could lead to get the desired properties of FB-PeCL-
NPs as closely as possible.

Fresh formulations were prepared and freeze-dried according to
optimized conditions: F-A, which contained FB-PeCL-NPs stabilized
with 1.66% (w/w) P188, was protected with 5% (w/w) TRE and was
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submitted at holding in precooling shelf at +10°C for 1 h, freezing
at —50°C for 4 h, PD at —3 °C and 0.140 mbar for 24 h and a SD at
+42 °C during 10h. In the same way, F-B, which contained FB-PeCL-
NPs stabilized with 3.5% (w/w) P188, was protected with 8% (w/w)
PEG and was submitted at holding in precooling shelf at +10°C for
1 h, freezing at —50°C for 4h, PD at +5 "C and 0.140 mbar for 24 h
and a SD at +45°C during 10h. Sample characterizations were
made immediately after FD and after 365 storage days at a room
temperature to verify long-term stability, showing no significant dif-
ferences between mean values. Results can be seen in Table 3.

As seen in Figure 5, both formulations maintained good
appearance and displayed a very short reconstitution time. It
showed good long-term stability in dried samples.

Regarding stability in aqueous form, freeze-dried F-A pro-
tected with TRE displayed around 15 days of stability after
agueous reconstitution (Figure 6(a)). Protectant concentration
was the most positive influence factor, however, it increased
osmolality toughly, as can be seen in Figure 2. This relationship
avoids obtaining all desirable characteristic simultaneously.
Nevertheless, the freeze-dried F-B prepared with PEG achieved
stability over 30 days (Figure 6(b)). Also ZP influences on NPs'
system stability as particles with the same polarity of electrical
charge present electrostatic repulsion and prevent aggregation™.
Negative charges as a result of the presence of terminal carbox-
ylic groups were observed in both formulations, characteristic of
these types of systems®®*’, As NPs protected with PEG had
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Figure 4. (a) Prediction profile for FB-PeCL-NPs with TRE added with individual and overall desirability function and variability in factor levels: (JMP) stabilizer =1.66,
protectant =5.02, SD shelf Temp =42, SD time =10. (b) Prediction profile for FB-PeCL-NPs with PEG added with individual and overall desirability function and variabil-
ity in factor levels: (JMP) stabilizer =3.50, protectant =8.09, SD shelf Temp =45, SD time =10.

higher negative charge, the NPs system will be more stable
than NPs prepared with TRE. It was found that a high EE of FB
was obtained for all formulations.

It could be concluded that PEG was the best candidate to pro-
vide the desired features to produce freeze dried FB-PeCL-NPs.
Additionally, Ramos-Yacasi et al *® reported that PEG protected FB-
PeCL-NPs more successfully than TRE at the studied concentration.
FB release from optimized FB-PeCL-NPs with added PEG reached
62% and 74% while optimized FB-PeCL-NPs with TRE reached 82%
and 92%, before and after FD, respectively, in vitro release studies
in 10h. It was because TRE induced or increased the porosity of
NPs opening pathways facilitating a faster FB release from NPs
during drying.

Moreover, in order to study the structure of the NPs and estab-
lish the physical state of them, the NPs components (FB, PeCL and
P188), the FB-PeCL-NPs (F-A and F-B) and the free drug NPs were
examined by X-ray and DSC analyses.

The X-ray spectrums of PeCL and P188 showed that both had a
semi-crystalline structure, whereas FB presented a crystalline
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assembly (Figure 7). The X-ray profile of free drug NPs was similar
to that obtained for the polymer (data not shown).

The FB pattern analysis in the NPs (F-A and F-B) showed
that they consisted of two crystalline structure combinations (FB
and part of the polymer). The peaks appearing at 260=193"
and 23.3° corresponded to P188 can be due to there was some
water with P188 retained in the pellet after centrifugation®.
During pellet desiccation, this remaining P188 is located outside
FB-P£CL-NPs, with a minor peak to F-A than F-B, when they
were prepared with P188 at 1.66% and 3.5%, respectively (F-B
data not shown).

DSC curves of FB, P188, PeCL, FB-PeCL-NPs and free drug
NPs are displayed in Figure 8. P188 and PeCL showed thermo-
grams with a single sharp endothermic peak that corresponded
to the melting transition (54.1+0.1°C for P188 and 64.5+0.1°C
for PeCl). Free drug NPs presented an endothermic peak at
58.9+0.1°C with a lower enthalpy (96.0£0.1 J/g) to that of
the individual components (1034+0.1 J/g for PeCL and
1246+0.1 J/g for P188). The DSC curve of FB displayed an
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Table 3. Comparison of physicochemical characteristics of optimized freeze-dried FB-PcCL-NPs after long-time storage.

Test time after FD (days) Z,, (nm) Pl EE (%) ZP (mV) RH (%) Osm (mOsmol/kg)
F-A 1 191.7£19 0.139+0.012 86.5+05 10.5+£0.12 1.79£0.11 296+8
365 195.1£0.9 0.140+0.017 855+ 05 -9.8+0.18 1.83+£0.15 306+9
F-B 1 1884+13 0.087+0.014 855+ 14 16.4+0.10 0.61+0.12 325+7
365 193.7+15 0.086+0.012 87.0+05 15.5+0.17 0.65 +0.08 3275

Figure 5. (a) F-A+ 5% (w/w) TRE and (b) F-B+ 8% (w/w) PEG after 365 days of

storage at ambient conditions.
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endothermic event during the heat treatment (T=114.6+0.1°C,
AH=106.1+0.1 J/g) corresponding to the solid-liquid melting
transition.

FB-PeCL-NPs showed a unique sharp thermal event at
56.0+0.1°C with an enthalpy of 73.95+0.1 J/g. The fact that
there was an absence of an endotherm corresponding to FB
melting crystals indicated that most of the drug is included in
the polymeric matrix®°. Similar results were obtained by other
authors®. It was observed that FB-PsCL-NPs endothermic peak
presented a minor fusion temperature compared with free drug
NPs; this was due to the FB content. In this context, F-A also
showed a minor enthalpy value, because PsgCL and FB
decreased enthalpy when there is an association between them,
due to FB molecules acting as an impurity in the crystalline
part of the polymer.

With respect to freeze-dried samples, the diffractograms
showed two peaks at 260 =19.1° and 23.3° which corresponded to
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Figure 6. Backscattering (BS) profiles of: (a) F-A + 5% (w/w) TRE and (b) F-B + 8% (w/w) PEG as a function of sample height (mm) analyzed at different days during
30 days of storage at 4°C.
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Figure 7. X-ray spectra of P=CL, P188, FB, F-A, freeze-dried F-A and freeze-dried F-B with their respective protectant agents.
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Figure 8. DSC spectra of PeCL, P188, FB, free drug NPs and formulation A.

the most intense peaks of P188. Furthermore, the signal intensity
of P188 peaks in F-A + 5% TRE was less pronounced than F-B+ 8%
PEG. It was directly related to the amount of P188 used in the NPs
preparation. Other components’ profiles showed the conversion of
their semi-crystalline state into amorphous one as there were no
characteristic peaks of active ingredient and polymer.

Conclusions

FD is considered as a highly stabilizing process that facilitates to
handle and store products involved in aqueous form. Freezing was
less damaging than FD. In this way, this study had taken into
account the P188 concentration and protectant agent concentra-
tion, as they showed a greater influence in the FD. The results pre-
sent the cryoprotectant effect of P188 to FB-PeCL-NPs. P188 did
not show any protective effect as a lyoprotectant. It indicates that
some stabilizers involved in the design of the formulation are able
to reinforce the morphometrical property preservation of the NPs
during FD. Likewise, the results of initial screening to get an
appropriate protectant agent to FB-PeCL-NPs show TRE and PEG
as good alternatives. As slow freezing conditions (1 h in precooling
shelf at +10°C and then a decrease at —50°C for 4h) and fast
freezing with nitrogen liquid were useful to prevent FB-PeCL-NPs
aggregation, the first one was selected to reinforced the improve-
ment of sublimation rates. PD was adjusted to below the T, of
the formulation in all assays. Finally, SD conditions ((SD time and
SD shelf temperature) and (P188 concentration and protectant
agent concentration)) were determined together since they are
involved among them using a DoE. Summarizing, they were
selected in term of its impact on freezing conditions and drying
time.

The optimization of ocular formulation was successfully
achieved in FB-PeCL-NPs prepared with PEG, in terms of appropri-
ate ocular osmolality, low RH and long aqueous stability after
reconstitution, maintaining small particle size, narrow particle size
distribution and initial EE of FB after the FD process.

Evidently, the successful design of this colloidal system resulted
from rational cooperation between a good formulation and the
right conditions in the freezing and drying stages. Moreover, both
original FD cycles were due to the fact that we ascertained the FD
behavior of the product resulting in a significant time and energy
saving for the industry. Such conditions produced an acceptable

non-collapsed freeze-dried matrix with a rapid reconstitution time
and the conservation of NPs' properties.
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3.2. Influence of freeze-drying and y-irradiation in preclinical studies of
flurbiprofen polymeric nanoparticles for ocular delivery using d-(+)-

trehalose and polyethylene glycol (Articulo 2).

Resumen

En este estudio se investigd la suspension de nanoparticulas de poli-epsilon
caprolactona (PECL) estabilizados con poloxamer 188 (P188) como sistema de
administracion ocular para flurbiprofeno (FB-PECL-NPs), con el propésito de
superar los problemas asociados a su estabilidad, esterilidad, tolerancia y eficacia
(criterios de Goldmann). Estos estudios se realizaron en dos formulaciones de FB-
PECL-NPs diferentes; tanto en el tipo y concentracion del agente protector, como
también en su concentracion de P188 (1.66 % y 3.5 %). Pero muy parecidos en
algunas caracteristicas fisicoquimicas (tamafio de particula, eficiencia de
encapsulacién y carga superficial) aunque distintas en la homogeneidad de la

muestra.

Las formulaciones se sometieron individualmente al proceso de liofilizacion y
gamma irradiaciéon con los distintos agentes protectores, polietilenglicol 3350
(PEG3350) y d - (+) trehalosa (TRE). Ambas formulaciones satisfacian los criterios
de todos los parametros fisicoquimicos requeridos para los productos farmacéuticos

administrados por via ocular.

Los estudios reolégicos mostraron que las formulaciones de FB-PECL-NPs
presentaron un comportamiento no newtoniano y grandes diferencias en sus valores
de viscosidad tras la adicion del agente protector. Después de la determinacién de
la liberacion sostenida del farmaco (in vitro) de las nanoparticulas, se procedio al
estudio del analisis de permeacion (ex vivo), utilizando tejidos oculares de cerdo
(corneay esclerotica). Estos estudios sugieren que la presencia de PEG3350 influye
en la reduccion de la permeacion transcorneal de flurbiprofeno, en cambio, la TRE
mejoro la permeacion del activo a través de la cornea, especialmente después de

la gamma irradiaciéon. Por otra parte, el estudio de la permeacion de flurbiprofeno
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en esclerdtica indic6 que ambas formulaciones atraviezan este tejido sin mostrar

ninguna afinidad significativa por los distintos excipientes (PEG3350 o TRE).

Las FB-PECL-NPs irradiadas protegidas con PEG3350 (IR-NPsPEG) como también
las irradiadas protegidas con TRE (IR-NPsTRE), que son los producto finales, se
clasificaron como productos seguros (no irritantes) para la administracion oftalmica
en base a los resultados obtenidos en la prueba de HET-CAM vy el test de Draize.
Ademas, se realizo la prueba de eficacia antiinflamatoria in vivo, la cual mostré que
las IR-NPsPEG tienen efectos antiinflamatorios mas duraderos que las IR-NPSTRE
y ambas mas efectivas que la solucién de farmaco libre. Las formulaciones después
de su reconstitucién acuosa, mostraron una estabilidad fisica adecuada durante los
30 dias del estudio.

Este estudio concluye que ambas formulaciones cumplen con los criterios de
Goldmann y demuestran cdmo las nanoparticulas esterilizadas (productos finales),
con caracteristicas innovadoras de permeacion, podrian ser usadas como una
alternativa factible a una solucion de flurbiprofeno para aplicacion ocular en ensayos

clinicos.
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Abstract: This study investigated the suspension of poly(e-caprolactone) nanoparticles as an
ocular delivery system for flurbiprofen (FB-PeCL-NPs) in order to overcome the associated
problems, such as stability, sterility, tolerance, and efficacy, with two different FB-PeCL-NP
formulations. The formulations were stabilized with poloxamer 188 (1.66% and 3.5%) and
submitted individually for freeze-drying and vy-irradiation with polyethylene glycol 3350
(PEG3350) and D-(+)-trehalose (TRE). Both formulations satisfied criteria according to all
physicochemical parameters required for ocular pharmaceuticals. The FB-PeCL-NP formulations
showed non-Newtonian behavior and sustained drug release. Ex vivo permeation analysis using
isolated ocular pig tissues suggested that the presence of PEG3350 results in a reduction of FB
transcorneal permeation. Moreover, TRE improved the penetration of FB across the comea,
especially after y-irradiation. In addition, both formulations did not show a significant affinity
in increasing FB transscleral permeation. Both formulations were classified as nonirritating,
safe products for ophthalmic administration according to hen’s egg test-chorioallantoic mem-
brane and Draize eye test. Furthermore, an in vivo anti-inflammatory efficacy test showed that
irradiated FB-PeCL-NPs prepared with PEG3350 (IR-NPsPEG) have longer anti-inflammatory
effects than those presented with irradiated FB-PeCL-NPs prepared with TRE (IR-NPsTRE).
IR-NPsPEG showed a suitable physical stability after an aqueous reconstitution over >30 days.
This study concludes that both formulations meet the Goldman’s criteria and demonstrate how
irradiated nanoparticles, with innovative permeation characteristics, could be used as a feasible
alternative to a flurbiprofen solution for ocular application in clinical trials.

Keywords: nanoparticles, flurbiprofen, polyethylene glycol 3350, D-(+)-trehalose, freeze-
drying, y-irradiation

Introduction

Inflammation of the ocular surface has the highest incidence in the ophthalmology
consultation, following injury, infection, or from chronic conditions.' Nonsteroidal anti-
inflammatory drugs such as flurbiprofen (FB) have been used to inhibit intraoperative
miosis during cataract surgery to reduce the risk of cystoid macular edema and postop-
erative inflammation of the anterior segment of the eye. FB, 2-(2-fluoro-4-biphenylyl)
propionic acid, exerts its anti-inflammatory action by inhibiting the cyclooxygenase
enzymes.”* The most common FB pharmaceutical presentation is an eye drop solution.
However, it has many disadvantages, for example, the solution’s rapid elimination
through the precorneal barriers (ie, eye blinking and tear flow), resulting in a reduced
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duration of drug effect and consequently an increased
regimen requiring a proportionately large volume of the
administered eye drop.*’

Polymeric nanoparticles (NPs) enhance the ocular bio-
availability of topically administered drugs, thus making
a more suitable alternative. This colloidal system is well
known to be highly adhesive to the ocular surfaces and
forms a depot from which the drug is slowly delivered to
the affected area. This not only reduces administration fre-
quency but also directs the drug to a specific site.*® In this
context, FB NPs suspension allows a direct FB permeation
to the ocular tissue.

The development of NPs for ophthalmic preparations,
as well as other pharmaceutical ocular presentations, must
satisfy the Goldmann’s criteria (stability, sterility, toler-
ance, and efficacy). Therapy efficacy is the most important
criterion for ophthalmic preparation as it depends not only
on the stability and tolerance of the preparation but also on
the ocular permeability of the active ingredients.’

One major obstacle limiting the use of NPs is their insta-
bility in aqueous mediums. Freeze-drying is an industrially
suitable method for the improvement of stability of NPs as
it causes minimal changes in the product’s physicochemical
properties.® As sterility is essential, eyve formulations must
satisfy this necessity. y-Irradiation is commercially available
and mainly used for the sterilization of pharmaceuticals;
however, it has been suggested that this method can change
polymer properties and release kinetics, hence the essentiality
of product efficacy.”!”

In order to evaluate the safety and efficacy of materials
that may be in contact with the eye, the permeability across
ocular tissues has been evaluated using the in vivo and in vitro
eye models over many years. This key factor assists in the for-
mulation of candidate selection for in vivo clinical studies."""
Porcine ocular tissues offer a good model system because
they are the closest to human beings after primate; this is due
to the absence of the tapetum layer in porcine eyes, which is
present in many other animals such as cows, sheep, and rab-
bits. Research into other mammalian corneas, mainly those
of farmed animals, could also aid the research of veterinary
ophthalmic formulation development.'*'* Other notable simi-
larities between human and porcine eyes are the retinal pigment
epithelium, photoreceptor cells, and water content. In addition,
biomechanical studies into scleral thickness also show similari-
ties between porcine sclera and human sclera.'*'*

In this research, an attempt was made to determine
the effect of freeze-drying and vy-irradiation sterilization
on parameters involved in topical ophthalmic formulation

made from FB-loaded poly(e-caprolactone) nanoparticles
(FB-PeCL-NPs). Freeze-drying was carried out using treha-
lose and polyethylene glycol 3350 (PEG3350) as protectants.
After physicochemical characterization, in vitro release and
ex vivo permeation were studied. Additionally, rheology
properties, physical stability, ocular tolerance tests, and
anti-inflammatory efficacy tests were used to determine the

most appropriate ophthalmic formulation.

Materials and methods
Materials

FB and poly(e-caprolactone) with a molecular
weight of ~10,000-14,000 from Sigma-Aldrich Co. (St Louis,
MO, USA) as well as D-(+)-trehalose (TRE) and PEG3350)
were purchased. Poloxamer 188 (P188; Lutrol® F68) was
sourced from BASF (Barcelona, Spain). Double distilled
water was used after filtration using a Millipore® system
(EMD Millipore, Billerica, MA, USA). All other reagents

were of analytical grade.

Production and characterization of
FB-PeCL-NPs

FB-PeCL-NPs stabilized with P188 were prepared by the
solvent displacement technique described by Fessi et al."
Briefly, an organic solution of 49.5 mg of PeCL in 30 mL of
acetone, containing FB (15 mg/mL), was added dropwise into
60 mL of an aqueous P188 solution (8.3 mg/mL or 17.5 mg/
mL of P188) at pH 3.5 under moderate magnetic stirring.
Finally, using a rotary evaporator (R-144; Buchi, Flawil,
Switzerland), the acetone was evaporated at 35°C under
reduced pressure and the suspension of FB-PeCL-NPs was
coneentrated to 15 mL to obtain a final concentrated suspen-
sion of FB-PeCL-NPs with | mg/mL of FB.

The mean particle size (£ ) and polydispersity index
(PI) were determined by PCS using a Zetasizer Nano ZS
(Malvern Instruments, Malvern, UK) at 25°C. Samples were
previously diluted with ultrapurified water. Zeta potential
(ZP) was calculated from electrophoretic mobility as is
described elsewhere.*

Entrapment efficiency (EE) of FB-PeCL-NPs was esti-
mated by indirectly quantifying the amount of nonencapsu-
lated FB in the dispersion medium.’ Briefly, the amount of
nonentrapped FB was separated by filtration/centrifugation
technique using centrifugal filter devices (EMD Millipore) at
14,000 rpm for 15 minutes. Prior to filtration/centrifugation,
each sample was diluted with MilliQ water (1:20) to avoid
deposition of free FB (possibly crystallized in the aqueous
phase) on the surface of NPs and assessed by reversed-phase
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high-performance liquid chromatography (RP-HPLC; Waters,
Milford, CT, USA) applying the following equation:

Total amount of FB— Free FB

EE (%) =
Total amount of FB

%100 (1)

The detection wavelength was set at 247 nm in the UV
detector, reversed-phase C18 column 4.6x150 mm, using
a mobile phase composed of water:acetonitrile (35:60, v:v)
acidified with orthophosphoric acid (pH 2.5). A flow rate of
1 mL/min was used, and the retention time of the drug was
at 3.2 minutes. Data analysis was done with the Empower

Chromatography Software (Milford, MA, USA).

Freeze-drying process

The freeze-drying process was carried out in a Telstar Lyo-
Beta freeze dryer (Telstar, Barcelona, Spain) equipped with
Pirani and capacitance vacuum gauges. TRE or PEG3350-
loaded FB-PeCL-NPs were prepared by adding 15 mL of
protectant agent solution (TRE at 10% [w:v] or PEG3350 at
16% [w:v]) to the 15 mL FB-PeCL-NPs formulations. Then
an aliquot of 3.0 mL was transferred to an 8 mL flat-bottom
screw cap glass vial.

The freeze-drying cycle for FB-PeCL-NPs prepared
with TRE was as follows: holding in precooling shelf at
+10°C for 1 hour, a freezing at —50°C for 4 hours, a primary
drying at —3°C/0.14 mbar for 12 hours, and a secondary
drying at 42°C for 10 hours. The FB-PeCL-NPs prepared
with PEG3350 were freeze-dried using the following cycle:
holding in precooling shelf at 10°C for 1 hour, a freezing
at —=50°C for 4 hours, a primary drying at 5°C/0.14 mbar
for 12 hours, and a secondary drying at 45°C for 10 hours.
After freeze-drying, the samples did not show any sign
of collapse and all the freeze-dried matrix was white and
easily rehydrated by manual shaking. They were aqueous
reconstituted in the initial volume (volume before addition
of protectant solution) in order to recover the initial FB
concentration.

Table 1 describes the composition parameters of the
optimized freeze-dried NP formulations. The component’s

amounts were selected according to experiments satisfying

the demands required for eye drops in terms of low Z_, low
PL, high EE, appropriate osmolality, and high ZP.

Osmolality

The osmolality of ~50 puL of each FB-PeCL-NPs formula-
tion was measured by means of Advanced® Model 3320
Micro-Osmometer (Advanced® Instruments, Inc., Nor-
wood, MA, USA).

v-Irradiation sterilization

Freeze-dried FB-PeCL-NP powders were y-irradiated using
“Co as irradiation source (Aragogamma, Barcelona, Spain)
and received a dose of 25 kGy. Although recent studies sug-
gest the possibility to use lower irradiation dose previous
to validation,”® according to the Furopean Pharmacopoeia,
25 kGy represents the adequate absorbed dose for the purpose
of sterilizing pharmaceutical products when bioburden is not
known.*?" Furthermore, it is considered a standard y-irradiation
dose recommended for terminal sterilization of medical prod-

ucts that maintain a valid sterility assurance level of 107°.%!

Rheological studies

Rheological properties of FB-PeCL-NPs suspension were
evaluated at 25°C using a rotational rheometer HAAKE
RheoStress 1 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
equipped with a fixed lower plate and an upper cone plate,
2° (Haake C60/2° Ti, 6 cm diameter). Viscosity curves
and flow curves were recorded for 3 minutes during the
ramp-up period from 0 seconds™ to 100 seconds™, 1 minute
at 100 seconds™ (constant share rate period). and finally,
3 minutes during the ramp-down period from 100 seconds™' to

0 seconds™'. All measurements were performed in triplicate.

Stability studies

The physical stability of the FB-PeCL-NPs suspension was
assessed after 1 day, 7 days, 15 days, 21 days, and 30 days of
storage at 4°C in a TurbiScanLab® (Formulaction, L’Union,
France). This instrument is able to detect destabilization,
without dilution of the sample, much earlier than the opera-
tor’s naked eye.>” Each formulation (15 mL) was placed ina
cylindrical glass measuring cell that was completely scanned

by a pulsed near-infrared light source (A=880 nm) with two

Table | Composition of the freeze-dried optimized NPs fermulation

FB-PeCL-NPs cFB (mg/mL) cPeCL (mg/mL) cP188 (mg/mL) cPA (mg/mL)
FD-NPsTRE 1.0 33 16.6 100
FD-NPsPEG 1.0 33 35.0 160

Notes: NPsTRE, formulation prepared with trehalose as a protectant agent; NPsPEG, formulation prepared with PEG3350 as a protectant agent.
Abbreviations: ¢, concentration; NPs, nanoparticles; FB, flurbiprofen; PeCL, poly(e-caprolactone); P188, poloxamer 188; PA, protectant agent; FD, freeze-dried condition.
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synchronous optical detectors. The transmission detector (T)
receives the light transmitted through the sample (0° from
the incident radiation) and the backscattering (BS) detector
receives the light backscattered by the sample (135° from
the incident radiation) every 40 um at 25°C for a period of
60 minutes.

In this study, only BS profile was used to evaluate
physical stability of FB-PeCL-NPs due to the opacity of the
formulations. The obtained profile characterizes the sample’s
stability (no variation of BS and T), particle migration (local
peaks of variation of BS or T), and particle size variation
(global variation of BS or T on the whole height). If the BS
profiles have a deviation of =12%, it can be considered that
there are no significant variations in particle size. Variations

more than £10% indicate unstable formulations.”

In vitro release

In vitro release study of FB from FB-PeCL-NP formula-
tions was performed in amber glass Franz-type diffusion
cells with a diffusion area of 0.64 cm? for 40 hours, keep-
ing sink conditions for the entire experiment at 32°C
under 600 rpm stirring. These cells consist of a donor
and a receptor chamber between which a dialysis mem-
brane is positioned.” The dialysis membrane (MWCO
12,000-14,000 Da, Visking Dialysis Tubing; Medicell
International Ltd., London, UK) was hydrated for 24 hours
before being mounted in the Franz cell. In all, 400 uL of
the test formulation was applied to the membrane in the
donor chamber and the receptor chamber of the cell was
filled with 6 mL of phosphate buffer solution (PBS) at
pH 7.4. The FB-PeCL-NP formulations were compared
with the free drug (1 mg/mL) dissolved in PBS at pH 7.4.
At selected time intervals, 300 uL of bulk solution was
analyzed by RP-HPLC to determine the concentration of
the released FB. The samples withdrawn were replaced by
300 pL of PBS maintaining sink conditions.

Four different kinetic models (zero order, first order,
Higuchi, and hyperbola) were used to fit the experimen-
tal data obtained from drug release experiments.” Model
parameters were calculated using GraphPad Prism 6 software
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). The coef-
ficient of determination (+*) and the Akaike’s information
criterion (AIC), which is a discrimination model parameter,
were determined in order to select a model that best fits the
release of each sample. A lower AIC indicated the best data-

adjusted model. The AIC was calculated by the equation:

AIC = nxIn(WSSR)+2p 2)

where n is the number of dissolution data points (Q/t), p is
the number of parameters of the model, and WSSR is the
weighed sum of square of residues.”

Ex vivo FB permeation across isolated

pig cornea and sclera

The ex vivo FB permeation from FB-PeCL-NP formulations
was evaluated using isolated pig cornea and sclera using
Franz-type diffusion cells. Fresh pig eyes were obtained from
adult male pigs (Landrace and Large White hybrids) weighing
45-60 kg. The pig ocular balls were recycled and supplied by
the Faculty of Medicine at Barcelona University, Spain. All
experiments were performed according to the statement of
Association for Research in Vision and Ophthalmology on
the Use of Animals in Ophthalmic and Vision Research. They
were also approved by the Ethical Committee of the Univer-
sity of Barcelona (number 7428) and the committee of Animal
Experimentation of the Regional Autonomous Government
of Catalonia, Spain (Law 32/2007 of November 7, 2007, and
“Real Decreto 1201/2005”, October 10, 2005).

The pigs were sedated with neck intramuscular admin-
istration using ketamine (3 mg/kg) + xylazine (2.5 mg/kg) +
midazolam (0.17 mg/kg). The animals were euthanized by
an overdose of sodium thiopental (100 mg/kg) administered
through the marginal ear vein under deep anesthesia using
propofol (1 mg/kg). Eyes were carefully removed and imme-
diately excised. Ocular tissues were kept moist by placing
them in Hank’s balanced salt solution in order to maintain the
viability of the cells.?® The excised tissue (cornea or sclera)
was fixed between clamped donor and receptor compart-
ments of the perfusion with a diffusion area of 0.64 cm?.
In all, 200 pL of the test formulation was applied to the tissue
surface in the donor compartment, and the receptor compart-
ment of the cell was filled with 6 mL of PBS. A constant tem-
perature of 32°C+0.5°C and 37°C£1°C for cornea and sclera,
respectively, was kept by a circulating water jacket and stirring
at 600 rpm. A total of 300 uL of the test formulation was with-
drawn from the receptor solution at predetermined intervals.
It was replaced by an equal volume of fresh buffer after each
sample collection. All experiments were carried out under sink
conditions. Samples were analyzed in triplicate by RP-HPLC.

The cumulative amounts of FB (mg) that had penetrated
per surface area of the ocular membrane (cm?) were corrected
for the sample removal and plotted versus time (hour). The
permeation profiles were analyzed on the basis of a diffusion
model for a finite dose condition.

Flux (J) through the ocular tissue was calculated by plot-

ting the cumulative amount of permeated FB against time in
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steady state and determining the slope of the linear portion
of the curve by linear regression analysis. In this plot, the lag
time (T ) is the intercept with the x-axis (time). The apparent
permeability coefficients (Kp, cm/h) were calculated accord-

ing to the following equation:

60
K =Jx

3
P AxC, ©)

where J (g/min) is the flux across the ocular tissue, 4 is the
exposed tissue surface area (cm?), C, (ug/cn?’) is the initial
amount of formulation tested in the donor compartment,
and 60 is taken as the factor to convert minute into hour.
Experimental data were processed using GraphPad Prism and
compared using an application of a parametric statistical assay
(the analysis of variance [ANOVA] test) followed by Tukey’s
multiple comparison test (P<<0.05).

At the end of the permeation study, the tissue (cornea or
sclera) was removed from the Franz cell. It was then cleaned
with gauze soaked in a 0.05% solution of sodium lauryl
sulfate and washed with distilled water. The permeation
area of the tissue was excised and weighed; its FB content
was extracted with acetonitrile:water (50:50, v:v) under
sonication for 15 minutes using an ultrasound bath and then
analyzed by RP-HPLC.

The corneal hydration levels were investigated by mea-
suring total water content through desiccation (gravimetric
method). Each corneal sample was carefully removed from
the scleral ring and weighed (W)). It was then desiccated at
100°C for 6 hours to determine the corresponding dry cor-
neal weight (W)). The percentage of corneal hydration level
(HL%) was defined as:

v=|1-"o
HL%=| 12 100 )

a

In vitro ocular tolerance test
The potential ocular irritation of FB-PeCL-NP formulations
was determined using Hen’s egg test-chorioallantoic membrane
(HET-CAM) bioassay. Fertilized hen’s eggs weighing 50-60 g
were obtained from Llorens SA poultry farm (Tarragona,
Spain). The egg’s shell and the inner membrane were previ-
ously removed; therefore, the choroiallantoic membrane (CAM)
separating the embryo from the air chamber became visible.
In order to obtain a baseline of the test, to ensure
the assay conditions do not provide an incorrect result,

a positive control (0.3 mL of 1% sodium dodecyl sulfate and
0.1 N NaOH) and a negative control (0.3 mL of 0.9% NaCl
solution) were performed. In all, 0.3 mL of FB-PeCL-NPs
were placed over the CAM and effects such as hemorrhage,
lysis, and coagulation were documented within 5 minutes of
application.”” The ocular irritation index (OIT) was calculated

by the following expression:

2 B01=h)xS | (301-Dx7, (301-0)x 9

0
300 300 300 (5)

where h (seconds) is the time of the first appearance of blood
hemorrhages, | (seconds) is the time of the first appearance of
vessel lysis, and ¢ (seconds) is the time of the first appearance
of protein coagulation on CAM. The following classifica-
tion was used: OIl =0.9, slightly irritating; 0.9< OIl =4.9,
moderately irritating; 4.9<< Oll =8.9, irritating; and 8.9<
Oll =21, severely irritating.

In vivo ocular tolerance test

In vivo eye irritation was evaluated in pigs (Large White—
Landrace) by the Draize eye test, which is the official tech-
nique for the evaluation of cosmetic and pharmaceutical
products for ocular instillation by the interpretation of Kay
and Calandra.® A single instillation of 50 uL of each sample
was instilled in one eye using the untreated contralateral eye
as a control, and then readings were performed 1 hour after
sample application and then after 1 day, 2 days, 3 days, 4 days,
and 7 days. The opacity (cornea), congestion and swelling
(iris), and redness and discharge (conjunctiva) were graded
on a scale from 0 to 4, 0 to 2, and 0 to 3, respectively, after
evaluation by slit lamp. The Draize score was determined by
visual assessment of changes in these ocular structures. The

mean total score (MTS) was calculated as follows:

(¢ %)
2 5

MTS =S 3l

x,(n)
5 (6)

where x (n), x,(n), and x (n) are the cornea, conjunctiva, and
iris scores, respectively, and n is the number of pigs included
in the assay.

Ocular anti-inflammatory effect

The anti-inflammatory efficacy of FB-PeCL-NP formulations
was tested in pigs by instillation of a single dose of 50 pL of
sample tested or 0.9% (w/v) isotonic saline solution (con-
trol) in the conjunctival sac of the left eye. The contralateral
eye was used as an untreated control. After 60 minutes,
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50 uL of 0.5% (w/v) sodium arachidonate solution (SAS)
in PBS (pH 7.4) was instilled in the left eye. Inflamma-
tion was quantified from 30 minutes to 150 minutes after
application of SAS according to a modified Draize scoring
system.!" Ocular changes were graded according to the MTS

aforementioned.

Results and discussion

FB-PeCL-NP particles characterization
Chemical parameters of FB-PeCL-NPs freeze-dried with
TRE (FD-NPsTRE) and FB-PeCL-NPs freeze-dried with
PEG3350 (FD-NPsPEG) maximize the desirable physi-
cochemical properties of NPs under certain freeze-drying
conditions. It is important to highlight that both formulations
are different in terms of protectant agent type, protectant
agent concentration, and P188 concentration as shown in
Table 1. No significant difference was observed in Zm_ of FD-
NPsTRE and FD-NPsPEG, 191.7+1.9 nmand 190.4£1.3 nm,
respectively. PI values of FD-NPsPEG were in the range
of monodisperse systems (P <<0.1), whereas FD-NPsTRE
showed PI values >0.1. Both formulations had similar nega-
tive surface charge, as indicated ZP values. Furthermore, the
EE for both formulations reached 85%. These results are
summarized in Table 2.

Since these formulations have a therapeutic goal, the
powders of FD-NPsTRE and FD-NPsPEG were y-irradiated
(IR-NPsTRE and IR-NPsPEG). To have a complete study
on the effects of these processes on FB release and ocular
permeation profile, we decided to produce FB-PeCL-NPs
before freeze-drying and y-irradiation sterilization. In this
way, FB-PeCL-NP suspensions with the protectant agent
(NPsTRE and NPsPEG) and without the protectant agent
(F-A and F-B) were prepared and their physicochemical
properties were evaluated as shown in Table 2.

Table 2 Physicochemical properties and EE of FB-PeCL-NPs

The results obtained demonstrate that y-irradiation did
PI, ZP, and EE of the
optimized freeze-dried formulations. It can be observed that
FD-NPsTRE and IR-NPsTRE showed significantly different
PI values than FD-NPsPEG and IR-NPsPEG as evaluated
by the statistical ANOVA (P=0.05). PI values of formula-

tions prepared with TRE after freeze-drying and sterilization

not seem to have any effect on Z

av?

revealed less homogenous suspension than the other samples.
It is well known that a smaller Zm_ and a low PI involve a
higher and closer contact with the drug-loaded particles and
the biological tissue. This helps to obtain a more efficient
permeation of the drug into the tissue.?3"

It is widely known that higher ZP values, either
positive or negative, allow greater long-term stability.’! In
our case, all samples showed a negative ZP value ranging
from —12.00 mV to —18.40 mV. This can be attributed to
the presence of lactone residues on the polymeric matrix
surface.”? Thus, all samples being assayed were considered
to be satisfactory NP suspensions.

Hypotonic solution may cause corneal edema.”® Hyper-
tonic solution causes lachrymation, a burning sensation, and
cell desquamation.®* As expected, F-A and F-B (suspension
without therapeutic goal) showed hypo-osmolality values.
Other samples displayed appropriate osmolality. The EE
in the FB-PeCL-NPs was found to be 86%. No significant

differences were observed in the EE values for all samples.

Rheological studies
Rheological behavior of IR-NPsTRE, IR-NPsPEG, FD-
NPsTRE, FD-NPsPEG, and their individual basic formula-
tions (F-A and F-B) were analyzed.

All samples presented viscosity curves that were nearly
constant with increasing shear rate corresponding to
Newtonian behavior. F-A, FD-NPsTRE, and IR-NPsTRE

FB-PeCL-NPs Z_(nm) Pl EE (%) ZP (mV) Osmolality
(mOsm/kg)

F-A 171.8£1.7 0.09110.014 86x1 —13.10£0.57 6%l

NPsTRE 170.6+3.2 0.090+0.011 87+1 —12.70+0.32 31543

FD-NPsTRE 191.7£1.9 0.13510.012 85%1 —12.00+0.42 2963

IR-NPsTRE 187.5£1.2 0.13110.015 8610 —13.20£0.17 3051

F-B 175.910.0 0.07840.006 85x1 —17.7020.11 9=l

NPsPEG 190.2+1.2 0.06910.017 8610 —18.40+0.72 31022

FD-NPsPEG 190.4+1.3 0.08740.014 85+1 —15.50+0.83 3161

IR-NPsPEG 192.51£2.0 0.09110.028 85x1 —15.30+0.37 318zl

Notes: F-A, nanoparticles’ suspension with P188 at 1.66%; NPsTRE, formulation prepared with trehalose as a protectantagent; F-B, nanoparticles’ suspension with P188at 3.5%;
MNPsPEG, formulation prepared with PEG3350 as a protectant agent. Data presented as mean + standard deviation.
Abbreviations: EF, entrapment efficiency; FB, flurbiprofen; PeCL, poly(e-caprolactone); NPs, nanoparticles; Z,, mean particle size; Pl, polydispersity index; 7P, zeta

potential; FD, freeze-dried condition; IR, irradiated condition.
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showed 1.22540.043 mPa/s, 1.608£0.043 mPa/s, and 1.648+
0.038 mPa/s, respectively, as viscosity values. Likewise, F-B,
FD-NPsPEG, and IR-NPsPEG showed 1.664+0.056 mPa/s,
5.42540.043 mPa/s, and 6.594+0.033 mPa/s, respectively,
as viscosity values. Viscosity was increased in freeze-dried
formulations due to the addition of protectant agents. FD-
NPsTRE and IR-NPsTRE showed an extremely low viscosity
in comparison with formulations prepared with PEG3350.
IR-NPsPEG showed the greatest viscosity (P<<0.05). A low
viscosity benefits redispersion after aqueous reconstitu-
tion and makes easy dispensing of the eye drop. Likewise,
systems with low viscosity allow good tolerance with little
blinking pain.*

In vitro drug release

An in vitro release study of the FB from the protectant
agent-free formulations (F-A and F-B), formulations with
the protectant agent (NPsTRE and NPsPEG), optimized
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freeze-dried formulations (FD-NPsTRE and FD-NPsPEG),
sterilized freeze-dried formulations (IR-NPsTRE and
IR-NPsPEG), and free drug solution (FB, dissolved in PBS)
was conducted.

Asrepresented in Figure 1 A, the release profile of FB from
the free drug solution exhibited faster and complete release
behavior after 4 hours. F-A displayed a very similar release
profile to the F-B (P=0.05), more prolonged than exhibited
by free drug. Similar results were obtained by Vega et al® for
the in vitro drug release with different amounts of P188.°

However, as seen in Figure 1B, FB release decreased when
protectant agents were added to their respective basic formu-
lation. It was more evident in NPsPEG than NPsTRE, which
reached 62% and 82% after 10 hours of drug release, respec-
tively. This trend was maintained in the following FB-PeCL-
NPs states (freeze-dried and sterilized). These results could
be attributed to the fact that an increase in the viscosity of
the dispersion medium can decrease the rate of particle
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Figure | In vitro FB release profiles of (A) F-A and F-B, (B) NPsTRE and NPsPEG, (C) FD-NPsTRE and FD-MNPsPEG, and (D) IR-NPsTRE and IR-NPsPEG, compared with

free drug solution (mean * SD, n=3).

Motes: F-A, nanoparticles’ suspension with P188 at |.66%; F-B, nanoparticles’ suspension with P188 at 3.5%; NPsTRE, formulation prepared with trehalose as protectant

agent; NPsPEG, formulation prepared with PEG3350 as protectant agent.

Abbreviations: FB, flurbiprofen; FD, freeze-dried condition; IR, irradiated condition; h, hours; SD, standard deviation; NPs, nanoparticles.
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sedimentation (according to the equation of Stokes’ law).*®
Consequently, we can expect a slower rate of descent to ocu-
lar tissue in freeze-dried NPs with PEG3350 after aqueous
reconstitution, thus allowing an extended dosage in the same
proportion. The presence of Newtonian behavior ensures that
blinking should have no effect on viscosity.*’

Also, the effective control of FB released either in the
burst effect or over 10 hours in FD-NPsPEG and IR-NPsPEG
can be related to the compact structure of the polymeric
matrix obtained by the addition of PEG3350 that reduces
FB diffusion rate, especially when water is removed
during sublimation.*®

Comparative to the formulations using PEG, the samples
with TRE added achieved a higher released amount of FB.
Approximately 92%-94% of FB amount was released in the
first 10 hours from FD-NPsTRE and IR-NPsTRE, respec-
tively, as shown in Figure 1C and D. TRE was reported as
a protectant agent that induces or increases the porosity of
NPs.* It may open a pathway for a faster FB release from
NPs and for its possible degradation by external factors. Two
mechanisms of pore formation have been postulated, and
it is probable that both contribute to the higher FB release
rate. The surface of NPs and porosity of the final dried cake
are strongly influenced by the freezing stage (freeze-drying
process) due to the elimination of the ice crystals by sublima-
tion, creating an open network of pores that may affect the
morphological characteristics of NPs. Furthermore, TRE is
able to form more flexible hydrogen bonds with NPs; thus,
it is removed more easily from the surface of NPs and FB is

released in a higher amount.***

The literature reported the effect of y-irradiation on PeCL
structure; upon irradiation, the polymer displays cross-linking
between polymeric chains or even between surfactant and
PeCL chains.*' As can be seen in Figure 1D, the release profile
of NPs did not significantly change after y-irradiation. Only
the intrinsic viscosity of FB-PeCL-NPs using PEG added
increased from 5.425 mPa/s to 6.594 mPa/s after irradiation.
This leads to the assumption that the release was slightly mod-
ified after sterilization, although, the y-irradiation at 25 kGy
did not determine cross-linking or modification reactions in
the matrix components. Probably, this effect was reduced
by the higher amounts of PEG3350 contained in the dried
NPs. On the other hand, IR-NPsTRE displayed a very similar
release rate than the free drug solution (P=0.05). Besides their
rheological properties and the y-irradiation effects on PeCL
aforementioned, this may be because of easy breakdown of
TRE coat by sterilization, facilitating a direct exposition of
NP. Some authors reported that TRE increases drug release,
which corroborated the profiles obtained.*4*#

Here, it can be suggested that PEG3350 protected
FB-PeCL-NPs more successfully than TRE at the studied
concentration, although y-radiation may influence the drug
release kinetics.

The evaluation of FB degradation after irradiation was
performed by RP-HPLC. The irradiated sample’s chromato-
grams were similar to the non-irradiated sample’s chromato-
grams and did not reveal any evidence of the drug radiolysis
in the tested irradiation dose.

Furthermore, as shown in Table 3, all samples were
adjusted to various kinetic models, such as zero order,

Table 3 Parameters for kinetic models of FB-PeCL-NP formulations and free drug solution

Models Parameters Units F-A  NPsTRE FD-NPsTRE IR-NPsTRE F-B  NPsPEG FD-NPsPEG IR-NPsPEG Free drug
Zero order AIC - 48.176 47.546 48.385 50.614 47,643 41.204 37.034 43442 51.021
r 0.757 0762 0.792 0.684 0.762 0.866 0.946 0.819 0.639
First order AIC - 22.546 19.845 23.318 27.804 13.193 18.028 11.809 26027 38.677
r 0.997 0.988 0.997 0.993 0.999 0997 0.999 0.990 0.954
K, minute' 0.820 0.736 0.510 0.839 0.703  0.455 0.225 0.424 1.054
SD 0.051 0.097 0.040 0.079 0.022 0.033 0.013 0.062 0.217
Q. ug 21.90 8281 92.40 94.17 8722 67.02 81.70 67.25 100.90
sD 1484 2819 1.970 2.287 0.716 1.384 1.954 2.864 5.405
T, minute  0.845  0.942 1.358 0.827 0.986 1.524 3.079 1.634 0.657
sD 0.031 0.064 0.127 0.093 0.099 0.008 0.385 0.095 0.039
Hyguchi AlIC - 42.607 41.874  42.156 46.046 41,950 32.594 14.548 37.685 47.500
r 0904 0907 0.931 0.853 0.908 0.968 0.993 0.931 0.799
Hyperbola  AIC - 22.875 17.638 31.732 33.046 26227 12467 7.930 30817 40.655
r 0996 0991 0.987 0.983 0.993  0.999 0.999 0.978 0.936

MNotes: F-A, nanoparticles’ suspension with P188 at |.66%; NPsTRE, formulation prepared with trehalose as a protectant agent; F-B, nanoparticles’ suspension with P88 at 3.5%;
MPsPEG, formulation prepared with PEG3350 as a protectant agent; r*, determination coefficient, K, release rate constant; Q_, maximum amount of dissolved drug; t, ,, drug
half-life.

Abbreviations: FB, flurbiprofen; PeCL, poly(e-caprolactone); NPs, nanoparticles; FD, freeze-dried condition; IR, irradiated condition; AlC, Akaike's information criterion;
SD, standard deviation.
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first order, Higuchi, and hyperbola. In this case, the most
of the formulations followed the first-order model, which
was also confirmed by the coefficient of determination,
#* (highest value), except for NPsPEG and FD-NPsPEG
that followed a hyperbola kinetic model. As FB is homog-
enously distributed in the polymeric matrix, the drug release
occurs by drug diffusion mechanism. Moreover, the low
molecular weight of FB (244.25 Da) improves the diffu-
sion mechanism.®

FB release from the irradiated samples depended on chem-
ical properties provided by the protectant agent even though
the FB release profiles were influenced by freeze-drying. The
release pattern was not affected by the P188 amount — even
by size homogeneity of NPs in suspension (PI).

In order to help us to predict in vivo release behavior and
elucidate the detailed release mechanism of this colloidal
system, studies on drug release kinetics are fundamental.
The corresponding biopharmaceutical parameters were deter-
mined to confirm the results observed in Figure 1. Although
there were not statistically differences between F-A and F-B,
it could be observed that samples with PEG (NPsPEG, FD-
NPsPEG, and IR-NPsPEG) showed a constant weak release
rate (K) against formulations containing TRE (NPsTRE,
FD-NPsTRE, and IR-NPsTRE). The maximum concentra-
tion of released drug (O ) from IR-NPsTRE and IR-NPsPEG
was 379.20+19.44 pg and 267.10£20.06 pg, respectively
(P<0.05). It could be seen that PEG3350 increased drug
half-life in comparison with TRE that maintained a drug
half-life similar to the free drug solution as evaluated by the
statistical ANOVA (P=0.05).

Ocular permeation study
The ocular permeability of drugs is clinically important as
it is one of the major factors that determine the efficacy of

topically applied preparations. An ex vivo permeation study
was carried out to compare the permeation profile of FB
from the optimized freeze-dried formulations (FD-NPsTRE
and FD-NPsPEQG), sterilized formulations (IR-NPsTRE and
IR-NPsPEG), FB-PeCL-NPs suspensions with and without
protectant agent (NPsTRE, NPsPEG, F-A, F-B), and free
drug solution. Table 4 shows the permeation parameters of
the formulations and the amount of drug retained (¢ ). The
results of the permeation studies were compared using a
parametric statistical assay (the ANOVA test), followed by
Tukey’s multiple comparison test (P<<0.05).

Corneal permeation study

The transcorneal permeation profile of FB is shown in
Figure 2. F-A showed a smaller Kp than F-B. It is well known
that transcorneal permeation of a lipophilic drug, like FB, is
higher than hydrophilic drugs. The higher amount of P188 in
F-B probably reinforced the penetration of FB in the cornea
as shown in Figure 2A. However, as seen in Figure 2B, the
performance changed when a protector was added.

In freeze-dried NPs, TRE had a stronger influence on
the permeation properties. In spite of FD-NPsPEG and IR-
NPsPEG presenting better homogeneity in morphometric
characteristics, FD-NPsTRE and IR-NPsTRE reached a
significantly higher Kp. Noticeably, IR-NPsPEG displayed
the smallest Kp and the largest amount of drug retained in
the cornea, 33.95%+0.99%/cm?* g.

It can be seen from Figure 2C and D an increase in
Kp from FD-NPsTRE to IR-NPsTRE (P<0.05), while
Kp from FD-NPsPEG to IR-NPsPEG was maintained
(P=0.05). Only the IR-NPsTRE reached similar amount
of FB permeated through the corneal tissue to free drug
solution, 116.03 pg/cm® and 119.70 pg/cm?® They repre-
sented 58.02%=+2.45% and 59.85%=1.95% of total exposed

Table 4 FB corneal and scleral permeation parameters from FB-PeCL-NP formulations and free drug solution

FB-PeCL-NPs Cornea Sclera
T, (h) Kp %1072 (em/h) Q, (%s/lem-g) T, (h) K,, *x107? (em/h) Q, (%lem?g)

F-A 0.008£0.098 1.15620.144 17.9620.38 2.04520.164 1.04520.045 34.15£1.03
NPsTRE 0.93620.112 1.61620.150 18.78+1.34 2.478+0.125 0.931+0.073 25.25%1.44
FD-NPsTRE 1.249x0.095 1.66820.118 12.49£0.94 1.700£0.832 0.28920.061 19.82£1.78
IR-NPsTRE 0.965x0.127 2.36820.132 13.95%1.43 260520821 0.52520.092 11.312£0.34
F-B 1.190x0.108 1.62410.095 15.52+£2.03 253310.184 1.02620.075 21.75£1.82
NPsPEG 0.194+0.092 1.077£0.168 14.76x1.79 1.62620.173 0.657+0.057 1451+£2.18
FD-NPsPEG 1.554x0.132 1.13420.128 11.18£2.45 1.74820.184 0.410x0.088 13.30x1.63
IR-NPsPEG 1.02520.117 0.84120.131 33.9520.99 1.632+0.192 0.39210.037 15.08x1.85
Free drug 0.223£0.243 2.048+0.192 25.45+1.89 1.7871£0.274 1.824+0.836 27.10£1.93

Notes: T, Drug lag time; KP, permeability coefficient; Q, amount of drug retained; F-A, nanoparticles’ suspension with P188 at 1.66%; NPsTRE, formulation prepared with
trehalose as a protectant agent; F-B, nanoparticles’ suspension with P188 at 3.5%; NPsPEG, formulation prepared with PEG3350 as a protectant agent.
Abbreviations: FB, flurbiprofen; PeCL, poly(e-caprolactone); NP, nanoparticle; h, hour; FD, freeze-dried condition; IR, irradiated condition.
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Figure 2 Ex vivo corneal permeation profile of FB from (A) F-A and F-B, (B) NPsTRE and NPsPEG, (C) FD-NPsTRE and FD-NPsPEG, and (D) IR-NPsTRE and IR-NPsPEG,

compared with free drug solution after 6 h (mean £ 5D, n=3).

Notes: F-A, nanoparticles’ suspension with P|88 at |.66%; F-B, nanoparticles’ suspension with P188 at 3.5%; NPsTRE, formulation prepared with trehalose as a protectant

agent; NPsPEG, formulation prepared with PEG3350 as a protectant agent.

Abbreviations: FB, flurbiprofen; FD, freeze-dried condition; IR, irradiated condition; h, hours; SD, standard deviation; NPs, nanoparticles.

sample amount without significant differences. As was
aforementioned, besides TRE lends to expose drug directly
through pore formation, sterilization could help to break
TRE core; thus, TRE enhances cornea permeation of FB.
Furthermore, in spite of their intrinsic viscosity, it was noted
that IR-NPsTRE and IR-NPsPEG took a similar time to fill
the stratum corneum, T| (P>0.05).

The results indicate that the inclusion of FB in the PeCL
matrix with TRE as an additive can help considerably in the
penetration of the drug across the cornea after y-irradiation.
Moreover, O from IR-NPsPEG was higher than Q_from
IR-NPSTRE — this is in accordance with the low FB release
profile presented by IR-NPsPEG.

HL is a parameter frequently used to evaluate the ideal
cornea conditions. The normal cornea has an HL of 76%—80%.

A hydration level that is 3%—7% above the normal value

denotes the epithelium or endothelium damage.* The HL
was maintained within the accepted range (78.79%—81.35%)
for all formulations and corroborated the lack of damage on
the corneal tissue.

Scleral permeation study
Scleral is a fairly leaky tissue that has 20 times greater sur-
face area (potential drug depot) than the cornea tissue. The
transscleral delivery route offers advantages over the corneal
route, such as metabolic inactivity and high permeability to
macromolecules.**#° So far, FB permeation has been studied
in the sclera.

The ex vivo permeation of FB after 6 hours through
the scleral tissue can be seen in Figure 3. FB was able to
traverse across sclera in spite of the transscleral pathway

fairly permeable just to hydrophilic molecules.*” The largest
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Figure 3 Ex vivo sclera permeation profile of FB from (A) F-A and F-B, (B) NPsTRE and NPsPEG, (C) FD-NPsTRE and FD-NPsPEG, and (D) IR-NPsTRE and IR-NPsPEG,

compared with free drug solution after 6 h {mean = 5D, n=3).

Motes: F-A, nanoparticles’ suspension with P188 at 1.66%; F-B, nanoparticles’ suspension with P188 at 3.5%; NPsTRE, formulation prepared with trehalose as a protectant

agent; NP<PEG, formulation prepared with PEG3350 as a protectant agent.

Abbreviations: FB, flurbiprofen; FD, freeze-dried condition; IR, irradiated cendition; h, hours; SD, standard deviation; NPs, nanoparticles.

Kp, 1,824+0.836x1072 cm/h was displayed by the free drug
solution, while Kp corresponding to F-A and F-B was
similar (P>=0.05).

However, a Kp decrease in samples with the addition of
the protective agent was observed. The results showed that the
additive influenced reduced scleral permeability. The freeze-
drying process and y-irradiation did not have any effect on
the Kp parameter (P=0.05). Moreover, FB from all samples
took similar times to permeate the sclera (lag time). The O
in sclera from IR-NPsTRE and IR-NPsPEG was similar and
considerably less than O from the free drug solution.

As illustrated in Figure 3D, IR-NPsTRE and IR-NPsPEG
reached a similar cumulative permeated FB amount through
the scleral tissue, 18.20 ug/cm? and 17.70 ug/cm?, respectively.
They represented 9.10%+0.86% and 8.85%%0.57% of total

exposure sample amount, indicating no therapeutic efficacy

difference (P=0.05). Moreover, the amount of FB permeated
through sclera from the free drug solution was not as high as
permeated from the cornea. The amount was 78.20 ng/cm’
and represented only 39.10% of the total exposure sample
amount. This result showed that morphometric characteristic
(PI) and viscosity of formulations were less important than
FB chemical affinity in the target tissues. It is clear that free
drug solution showed upper permeation efficacy; however,
this assay did not consider the rapid elimination of solution
through the blinking of the eye and drainage of tear flow —
nasolacrimal, which reduces its bioavailability to ~75%.%

In vitro and in vivo tolerance studies

After application of 0.3 mL of irradiated FB-PeCL-NPs on
the CAM, no effect of hemorrhage, lysis, or coagulation was
observed. An OIl of 0.02+0.08 and 0.07+0.06 was obtained in
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Figure 4 Anti-inflammatory activities of FB from the IR-NPsTRE and IR-NPsPEG

formulations, free drug solution, and control (SAS) mean + 5D, n=3.

MNotes: NPsTRE, formulation prepared with trehalose as a protectant agent;

MNPsPEG, formulation prepared with PEG3350 as a protectant agent.

Abbreviations: FB, flurbiprofen; IR, irradiated condition; SAS, sodium arachidonate
solution; min, minutes; SD, standard deviation; NPs, nanoparticles.

[R-NPsTRE and IR-NPsPEG, respectively. Therefore, these
formulations were classified into the OII of “non-irritatant™,
which indicates optimal ocular tolerance. According to Draize
eye test, no sign of ocular inflammation, congestion, swelling,
or lacrimation was observed (scores were zero in both cases).
These results are in accordance with those obtained by the
HET-CAM and thus can be classified as non-irritating, safe

products for ophthalmic administration.

Efficacy of ocular anti-inflammatory effect
As seen in Figure 4, the ocular anti-inflammatory activity
of irradiated FB-PeCL-NPs demonstrated a decrease in the

ocular inflammation caused by instillation of SAS. During
the first 60 minutes, no statistically significant differences
were observed between IR-NPsTRE, IR-NPsPEG, and the
free drug solution. After 90 minutes, [IR-NPsPEG exhibited
significant differences when compared to the free drug
solution. Finally, after 120 minutes, IR-NPsPEG exhibited
statistically higher anti-inflammatory effect than IR-NPsTRE,
which correlated directly with the Q_values in the ocular tis-
sues shown in Table 4.

Although the free drug solution showed high O, values
of FB in the cornea and sclera, it performed a lower anti-
inflammatory efficacy compared to the NP formulations
after 90 minutes. This anti-inflammatory efficacy of longer
duration can be explained by the formation of FB depot by
adhesive effect that promotes a slow drug release and con-
sequently a continuous pharmacological action.

Stability studies

The recorded transmission profiles of IR-NPsTRE and IR-
NPsPEG gave relevant information regarding the intrinsic
suspension stability. After 15 days, a variation of BS on
the right side of the IR-NPsTRE fingerprint (bottom vial)
indicated a sedimentation process (Figure 5A), considered
a reversible physical process. On the other hand, in IR-
NPsPEG, the presence of creaming, sedimentation, or floc-
culation was undetected for =30 days (Figure 5B). These
results may be related to the strong PEG3350 influence over
increased viscosity to stabilize this colloidal system than
the steric stabilization given by P188. The higher ZP of
IR-NPsPEG also has a better positive impact on the system
stability than IR-NPsTRE.
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Figure 5 BS profiles of (A) IR-NPsTRE and (B) IR-NPsPEG analyzed at different days during 30 days of storage at 4°C.
MNotes: NPsTRE, formulation prepared with trehalose as a protectant agent; NPsPEG, formulation prepared with PEG3350 as a protectant agent.

Abbreviations: BS, backscattering; IR, irradiated condition; NPs, nanoparticles.

The slight changes in the bottom and top are attributed
to the meniscus of the samples forming contact with the
glass. In parallel with these studies, possible changes in the
mean particle size were monitored by photon correlation
spectroscopy analysis. There were no significant differences
in stability during the monitored time.

Conclusion

A Goldmann’s criteria analysis was performed on FB-loaded
polycaprolactone NPs prepared with trehalose and PEG3350
as protective agents. In vitro release profiles showed that both
additives, trehalose and PEG3350, gave inherent character-
istics to their basic formulation components, which could
promote or hinder FB release. Such characteristics have a
stronger effect than the NP morphometrical characteristics
in the permeation rate. Regarding transcorneal permeation,
freeze-drying and y-irradiation hindering FB release from
formulations PEG added, while these conditions have an
adverse effect on added formulations of TRE. However, these
processes did not influence transscleral permeation.

Ocular irritating effects were absent in both in vitro
and in vivo tests. In summary, both formulations could be
employed as a controlled release formulation in preclinical
studies; however, out of the two formulations, it must be
noted that the PEG3350 formulation has a greater potential
based on longer satisfactory anti-inflammatory effects.
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4. Discusion

En la presente memoria se ha llevado a cabo la optimizacién del proceso de
liofilizacion de FB, agente antiinflamatorio no esteroideo, asociado a sistemas
coloidales de liberacion controlada de farmacos de naturaleza polimérica en forma
de NPs, evaluando su influencia en el comportamiento biofarmacéutico con el fin de
favorecer la biodisponibilidad tépica del farmaco a nivel ocular para prevenir y/o
tratar el dolor y la inflamacion que afectan a las estructuras del segmento anterior

del ojo.

Las NPs desarrolladas se elaboraron a partir de poliésteres alifaticos de PECL,
cuyas caracteristicas tales como: biocompatibilidad, cinética de degradacién mas
lenta que cualquier otro poliéster biodegradable, facilidad de produccion y atoxicidad
han inducido a los investigadores a utilizarlos en sistemas de liberacion controlada
de farmacos [61,62]. Siendo la PECL un polimero hidrofébico y de degradacion lenta
se le considera como un vehiculo adecuado para incorporar farmacos lipofilicos

como el FB (solubilidad en agua a 37 °C: 0.03 mg/mL).

Para la elaboracion de las NPs se seleccion6 el método de desplazamiento del
solvente ya que es un procedimiento reproducible, rapido y econdmico para la
preparacion de NPs poliméricas monodispersas en un intervalo de tamafios de
aproximadamente 50-300 nm [68,91]. Esta técnica implica la interaccion de dos
medios; un medio organico, donde el polimero y el farmaco son disueltos en
acetona, que se adicionada gota a gota sobre un medio acuoso en presencia de un
estabilizante (en nuestro caso P188) bajo agitacion magnética. El medio organico al
entrar en contacto con el medio acuoso provoca la insolubilizacion del polimero, el
cual precipita ayudado por la rapida difusion del solvente que posteriormente, es
eliminado mediante rotaevaporacién a presion reducida [47]. EIl mecanismo de
formacion de las NPs por esta técnica se debe a la turbulencia interfacial que se

genera durante el desplazamiento del solvente.

ElI P188, un copolimero tribloque biocompatible, fue seleccionado como tensioactivo
(agente estabilizante) en la preparacion de NPs de PECL debido a su practicamente

nula toxicidad y a su aprobacion por la FDA. Ello permite la administracion tépica de
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4. Discusion

estos sistemas coloidales sin necesidad de eliminacion previa del tensioactivo no

asociado al polimero.

La elaboracién de las NPs mediante la técnica de desplazamiento del solvente es
un proceso complejo, en el cual muchos parametros experimentales definen las
caracteristicas del producto final. Los ajustes sustanciales de las concentraciones
de PECL para producir NPs con un contenido alto de FB y las caracteristicas
morfométricas apropiadas (tamafio promedio, PIl, potencial zeta) fueron elegidos
basandonos en base a estudios previos realizados en nuestro laboratorio para
asegurar el cumplimiento de las exigencias basicas de la via tépica ocular (tamafio
de particula reducido, homogeneidad de la muestra, elevada asociacién del farmaco
al polimero y una buena estabilidad fisica).

La elevada sensibilidad de las NPs al estrés fisicoquimico durante el proceso de
elaboracion y sobre todo durante el almacenamiento es la mayor dificultad para sus
aplicaciones farmacéuticas. Por ello, las formulaciones de farmacos basados en
NPs poliméricas se preparan comunmente como formas de dosificacion sélidas
debido a que se logra una mayor estabilidad en el sélido que en el estado liquido y
ademas proporciona otros beneficios tales como la facilidad de manejo y

almacenamiento y la reduccién en los costes de transporte, entre otros [83].

Dentro de los diferentes procesos de secado utilizados, la liofilizacién es
considerada como un proceso altamente estabilizante. La liofilizacibn es una
operacion multietapa en la que, obviamente, cada paso es critico. Los principales
factores de este proceso son bien conocidos y deben estar bajo estricto control para
lograr una operacion exitosa. Por lo tanto, antes de la liofilizacion, la formulacién de
NPs debe caracterizarse fisicamente y seguidamente, los parametros del proceso
de liofilizacion necesitan ser optimizados con respecto a las caracteristicas de la
formulacion. De esta manera, considerando los principios fisicoquimicos implicados

se logra minimizar los enfoques de ensayo y error [81].

En el Articulo 1, la preparacion de NPs de PECL por el método de desplazamiento
del solvente con un tamafo promedio de 176.0+0.1 nm, un Pl de 0.086+0.010 y un

potencial zeta de -17.20+£0.15 mV, se llevé a cabo de una manera reproducible y
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eficiente. El tamafo de particula es un factor importante en el desarrollo de
sistemas de liberacién de farmacos para via ocular debido a que conlleva al riesgo
de irritacion ocular [92]: las particulas de elevado tamafio inducen a la secrecion
lagrimal refleja que incrementa el drenaje lagrimal, lo cual lleva a la eliminacion de
la dosis instilada reduciendo la biodisponibilidad del farmaco debido a una
disminucion del tiempo de residencia del activo en el saco conjuntival. Por otro lado,
los tamafios de particula pequefios (aprox. 100 nm) favorecen la penetracion a
través de las barreras oculares que aquellos de tamafio mayor (entre 800-1000 nm)
[51].

Asimismo, otro factor importante es la carga superficial de las NPs. Valores de
potencial zeta mas elevados, tanto positivos como negativos, tienden a estabilizar
las suspensiones debido a que la repulsién electrostatica que existe entre las
particulas con la misma carga superficial, previene la agregacion de las mismas. En
nuestro caso, las FB-PECL-NPs presentan carga superficial negativa como
resultado de los grupos carboxilicos terminales en la superficie de las particulas,

gue son caracteristicos en estos tipos de sistemas [57].

Aunque la liofilizacién posee numerosas ventajas sobre otros procesos de secado,
también conlleva ciertos desafios. Este proceso implica fuerzas inherentes de
desestabilizacién que pueden afectar las cualidades de las NPs, por lo que es
habitual el uso de excipientes, como crio- y lioprotectores. Su seleccion debe ser
cuidadosamente pensada, ya que no existe una relacion directa entre su uso y la
estabilizacion de NPs. Por ello como primer paso para la obtencion de un protocolo
de liofilizacion adecuado para las FB-PECL-NPs, se realizd un rastreo para la

seleccién del excipiente mas apropiado como agente protector [93].

Primeramente, las muestras liofilizadas en viales pasaron una inspeccién visual,
donde presentaron buena apariencia y un aspecto uniforme. El volumen seco de las
muestras fue idéntico al de la suspension coloidal inicial (por tanto, sin colapso o
contraccién en la pastilla liofilizada), lo que indica que el proceso de liofilizacién al
gue fueron sometidas no sobrepasé la temperatura critica del producto (temperatura

de colapso). Seguidamente, las muestras fueron examinadas bajo distintos criterios
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de seleccidn (Tabla 1 del Articulo 1), tales como: el tamafio de particulas y PI, para
evaluar la capacidad de proteccion del excipiente en el mantenimiento de las
caracteristicas morfométricas de las NPs; la osmolaridad, que debe ser similar a la
del fluido lagrimal (alrededor de 302-318 mOsm/Kg en el ojo hormal) para evitar la
irritacion ocular al contacto con la formulacion desarrollada para administracion del
FB [94] y el tiempo de reconstitucion de las muestras liofilizadas ya que es otro
parametro de la calidad del producto y pensando en la comodidad para el paciente

de hacer el uso mas inmediato posible del medicamento.

Bajo estas bases primarias se descartaron 6 de los 8 agentes protectores
examinados. Fructosa, manitol, glucosa, PVA y sacarosa no fueron eficaces en la
preservacion de las caracteristicas morfométricas iniciales de FB-PECL-NPs al 3 %
(p/v). Ademas, fructosa, glucosa y manitol mostraron valores hiperosmaticos. Sin
embargo, TRE mostré el mejor comportamiento del grupo de los azucares de
acuerdo a los criterios mencionados anteriormente. Ello, posiblemente se deba a
las ventajas quimicas que presenta TRE frente a los otros azlicares, como menor
higroscopicidad y ausencia de puentes internos de hidrégeno, lo que permite una
formacion mas flexible de enlaces de hidrégeno hacia las NPs en la liofilizacion [83].
La mayoria de las muestras liofilizadas se pueden rehidratar facilmente en agua
destilada, a excepcion del PVA que mostré un tiempo de reconstitucion mas largo.

Se detectaron pequefias diferencias en los parametros de tamafio de las NPs en
presencia de PEG, lo que se constatd con el menor valor obtenido para Sf/Si, asi
como también con el tamafio promedio de particula mas cercano a los valores
iniciales. En resumen, PEG fue claramente el agente protector mas eficaz, que
probablemente, funciona como un estabilizador y actia como un agente de
revestimiento como lo hace con las proteinas [95]. Por consiguiente, PEG y TRE

fueron seleccionados como posibles agentes protectores para las FB-PECL-NPs.

Con referencia al disefio del ciclo de liofilizacion para la seleccion del agente
protector, se utilizaron parametros conservadores con caracteristicas que
favorecerian la obtencion de un buen producto liofilizado. De este modo, se utilizd

el siguiente protocolo: un periodo de pre-enfriamiento a +10 °C durante 1 h, que
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ayuda a la formacion de nucleos de hielo en toda la suspension, lo que permite una
congelacion mas homogénea y un superenfriamiento mas pequefio [96]. Para
asegurar la solidificacion completa de la muestra, ésta se sometio a un periodo de
congelacion a -50 °C durante 4 h. La seleccion de los parametros del secado
primario fue enfocada con el objetivo de lograr una eficiencia maxima del proceso
(en este sentido para todos los ciclos de liofilizacion de esta investigacion), es decir,
por debajo de la Tg 0 Teude la muestra a -15 °C y 0.047 mbar durante 56 h y un

secado secundario a +30 °C durante 6 h.

Asimismo, se estudio la influencia protectora del P188 en las distintas fases de la
liofilizacién para las FB-PECL-NPs. La Figura 1 del Articulo 1 indica que las NPs
presentaron relaciones de S#/Siy Plt/Pli < 2 después del ensayo de descongelacion
a diferentes concentraciones de P188 (1, 2.5, 5y 7 %), lo que confirmé su eficiencia
en la crioproteccion para el sistema [97]. Sin embargo, se observd agregacion de
las NPs después de la eliminacién del agua, es decir, el P188 no tuvo ningun efecto
de proteccién en la etapa de secado, lo que se constat6 con los altos valores Si/Si

y Pli/Pli obtenidos después de la reconstitucion acuosa.

El P188 actia como estabilizador estérico de la suspensién NPs, debido a su
excelente solubilidad en agua a través de su blogue de 6xido de polietileno (PEO),
lo que permite las interacciones de enlaces de hidrégeno con moléculas de agua.
De esta manera, el P188 actla como separador entre las NPs, evitando su
aglomeracion durante la etapa de congelacién [69,98]. A diferencia del PVA, los
poloxamers son conocidos como pobres estabilizadores estéricos durante la
liofilizacion [99]. Este comportamiento no favorecedor se mostré en la etapa de
secado de las FB-PECL-NPs, posiblemente dos extremos de la cadena PEO
(cristalizada en diferentes particulas) tienden a formar puentes durante la
sublimacién a consecuencia de la baja concentracion de agua, por la proximidad de

las particulas y el enlace covalente de P188 de la superficie de las particulas [83].

El ciclo de liofilizacidon es un proceso con etapas criticas, cuyo disefio involucra
muchos parametros experimentales los cuales definen las caracteristicas del

producto final. Por este motivo, resulta imprescindible evaluar el efecto de los
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principales parametros experimentales que afectan a las propiedades, tanto de las

particulas como de la matriz seca.

En el proceso de liofilizacion, la congelacion es considerada la fase mas agresiva y
critica. Los efectos de la temperatura y velocidad de congelacion fueron evaluados
en las FB-PECL-NPs con los agentes protectores seleccionados (PEG Y TRE) a

diferentes concentraciones (3 0 10 %) (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas morfométricas de FB-PECL-NPs después del test de
descongelacion

Congelacién rapida Congelacién lenta

Agente
protector Tamaiio de Tamaiio de
(%, wv) NPs (nm) Pl S¢/Si NPs (nm) Pl Se/Si
PEG 10% 197.312.222 0.098+0.018 1.16 201.8+2.217 0.08610.021 1.22
PEG 3% 169.6+1.003 0.090+0.024 1.01 165.9+1.089 0.095+0.026  0.99
TRE 10% 178.1+1.823 0.109£0.019 1.06 177.4+2.850 0.103x0.016  1.06
TRE 3% 177.1+1.892 0.117+0.011 1.08 174.4+2.045 0.113+0.057 0.99
Ninguno 199.0+2.052 0.190+0.018 1.19 261.4+2.014 0.317+0.076 1.57

PI, polidispersion; Sk/Si, relacién del tamafio de particula después de la agregacion del agente protector
y después del tratamiento de descongelacion.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en el tamafio y Pl de
las NPs protegidas con PEG o TRE entre ambas condiciones de congelacién, lo que
indica que ambos métodos de congelacidén son eficaces para evitar la agregacion
de NPs. Sin embargo, se observé un ligero aumento estadisticamente significativo
en los valores de Pl en las FB-PECL-NPs protegidas con TRE, probablemente
debido a los valores de Tqg de TRE y PEG (-36 °C y -25 °C respectivamente), que
apunta a la formacion vitrea anticipada de PEG e impide la agregacion micelar antes
de TRE.

Las condiciones de congelacién deben evitar la agregacién de las NPs y aumentar
la velocidad de secado. En vista de que ambos métodos impiden por igual la

agregacion de las FB-PECL-NPs, el criterio de seleccion se hizo en base a la
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obtencion de un secado eficiente. Una congelacion lenta conduce a la formacion de
grandes cristales de hielo con una estructura de pocos y largos poros ayudando a
la reduccion del tiempo de sublimacion. Por tanto, se selecciond el protocolo de
congelacion lenta (Seccion de congelacion del Articulo 1) ya que evita agregacion
de las FB-PECL-NPs y facilita el escape de vapor de agua durante la sublimacién

reduciendo el tiempo de secado.

Los parametros en la fase de secado primario se seleccionaron de acuerdo a la
curva de Chang y Fischer [100], que muestra la relacion matematica entre la presion
de la camara, la temperatura de la bandeja, la temperatura del producto y el ajuste
de sublimacion, e ilustra la razén para maximizar la tasa de sublimacion. Tal modelo
aparentemente simple esté sujeto a complejidades considerables que dificultan al
ajuste de las condiciones 6ptimas de secado y la obtencién de un tiempo de ciclo
econdémico de secado. El secado primario se centré en la eliminacion del agua del

producto justo por debajo de su Tco para una eficiente utilizacion de la energia.

Después de los estudios sobre congelacion y secado primario, se seleccionaron
cuatro variables de formulacion que podian ser criticas para las caracteristicas
fisicoquimicas de estos sistemas liofilizados. Las dos primeras variables estan
enfocadas en la formulacion (concentracion del estabilizante y del agente protector).
Las consiguientes variables estan orientadas a la parte del proceso que completaria
el disefio del ciclo de liofilizacion, el secado secundario (temperatura de las
bandejas y tiempo del secado secundario). Se aplicé un disefio factorial completo
de dos niveles para cada uno de los protectores (TRE y PEG). Se prepararon un
total de 32 formulaciones (Tablas 2a y 2b del Articulo 1) con el fin de evaluar el
efecto de estas cuatro variables y sus interacciones en el tamafio promedio de
particula, PI, eficiencia de asociacion del farmaco al polimero, potencial zeta,
humedad residual, osmolaridad, y estabilidad en suspension después de ser
liofilizada. Se llevo a cabo un analisis de varianza (ANOVA) para identificar la
significancia (p < 0.05) de los efectos individuales de los factores y sus interacciones

en las propiedades de las particulas.
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Estos estudios se llevaron a cabo con el propdsito de obtener una composicion
cuantitativa y los parametros del disefio del ciclo de liofilizacion, tales que nos
aseguren el cumplimiento de las exigencias béasicas de la via ocular (tamafio de
particula reducido, homogeneidad de la muestra, elevada asociacion del farmaco al
polimero, baja humedad residual, osmolaridad adecuada y una buena estabilidad
fisica) aun después de un periodo largo de almacenamiento. El uso de disefios
experimentales estd muy extendido para optimizar parametros de ciertos procesos,
especialmente para establecer las condiciones 6ptimas que permitan obtener una
determinada respuesta y se han aplicado, con éxito, en formulaciones

farmacéuticas entre las que se encuentran las NPs [52].

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos en el disefio factorial realizados
con NPs protegidas con TRE demostré que tanto la concentracion de TRE de forma
independiente como la interaccion TRE-P188 influyeron significativamente sobre el
tamafio promedio de las FB-PECL-NPs y su PI, ayudando a la obtencion de un
menor tamafio (Figura 2 del Articulo 1). Debido a su menor higroscopicidad y
ausencia de puentes de hidrégeno internos frente a otros azucares, la interaccion
TRE-agua es mas fuerte que la interaccion agua-agua. Ello permite un mejor
aislamiento de las FB-PECL-NPs y por ende un mantenimiento de su tamaifio [101].
Por otra parte, estos parametros morfométricos (tamafio promedio y PI) aumentan
cuando la concentracion de P188 aumenta. El incremento del tamafio promedio de
particula con la concentracion de P188 se debe a una agregacion en las NPs; tal
como se ha mencionado antes, ello se puede atribuir a que P188 podria formar
puentes inter-particulares durante la sublimacion [83].

Igualmente, de acuerdo al disefio factorial con PEG se puede observar que la
presencia de este protector influye en la obtencion de una menor polidispersion de
las FB-PECL-NPs (Figura 3 del Articulo 1). La agregacion de PEG a la formulacion
ayuda a la formacion de una matriz polimérica compacta, ya que sus moléculas se
unen a las NPs como lo hace el tensioactivo [102] y ademas, la agregacién de PEG
incrementa la viscosidad en la suspension notablemente (Seccidon de estudios
reologicos del Articulo 2). Es probable que ambos factores contribuyan a la

estabilizacion de las FB-PECL-NPs. Asimismo, esta buena estabilizacion se ve
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reflejada en el tamafio de las particulas, el cual no fue influenciado por ninguna de

las cuatro variables estudiadas.

Estas cuatro variables seleccionadas para el estudio tampoco demostraron, en
ambos disefios, ninguna influencia en la eficiencia de encapsulacion de las NPs. Se
ha reportado que la asociacion del farmaco al polimero para NPs preparadas
mediante la técnica del desplazamiento de solvente, depende principalmente de la
solubilidad del farmaco en el polimero. Cuando el farmaco presenta una baja
afinidad por el polimero, tiende a difundir desde la fase organica a la acuosa durante
el proceso de formacion de las NPs, dando lugar a porcentajes bajos de
encapsulacién [103,104]. EI FB es poco soluble en agua, en medio &cido a pH
inferiores al pKa (4.23) del farmaco se encontrard en su forma no disociada
(insoluble). Por ende, el farmaco tiene mas afinidad por el polimero dando lugar a
una mayor eficiencia de asociacion del farmaco al polimero e incrementando asi, el

tamafio de particula de estos sistemas.

Asimismo, se observé que la osmolaridad esta influenciada por la concentracion del
agente protector (TRE o PEG) y la concentracion de estabilizante, siendo la primera

la mas influyente en el incremento de esta respuesta.

El principal propdsito de someter un material a secado, a menudo es incrementar
su estabilidad a largo plazo. El agua actia como plastificante del estado amorfo,
disminuyendo la Tg y aumentando asi la movilidad molecular. Ademas, el agua
puede participar directamente en reacciones de degradacion ya sea como reactivo
(es decir, hidrolisis) o como catalizador y también puede servir como disolvente o
medio de reaccion. Por ello, es importante obtener niveles de humedad residual
suficientemente bajos para que, la viabilidad y la integridad del producto no se vean
comprometidas con el tiempo [105]. Las variables seleccionadas no mostraron
influencia en la HR de las formulaciones preparadas con PEG. Aunque todas las
NPs preparadas con PEG presentaron concentraciones de solidos diferentes (4.0-
11.9 % p/p) y se sometieron a diferentes condiciones de proceso de secado
secundario, todas ellas mostraron valores de HR < 1 % de acuerdo con el método

de Karl Fischer (Tabla 2b del Articulo 2). Este comportamiento se basa en las
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propiedades conformacionales de la secuencia -OCCO- en la cadena PEG, donde
la mayoria de las posibles conformaciones de rotacion alrededor del enlace C-C son
relativamente no polares, mientras que soélo dos son fuertemente polares. El
aumento de la temperatura, como sucede en el secado secundario, tiene dos
impactos: las conformaciones no polares comienzan a regir las propiedades de la
cadena, por lo que las interacciones con el agua son menos favorables y la actividad
del agua se ve aumentada, especialmente cuando disminuye su concentracion
[106]. También se reportd que el nimero de moléculas de agua unidas por unidad
monomeérica de PEG disminuye mientras se va secando [107]. Por lo tanto, las
interacciones PEG-agua se vuelven menos favorables con el aumento de la
temperatura lo que facilitaria un secado con minima HR %. Las NPs liofilizadas con
TRE mostraron valores bajos de HR % cuando las suspensiones fueron expuestas
a una temperatura de bandeja mas alta y por un tiempo mas prolongado en el
secado secundario. Este resultado refuerza la premisa de que los productos
amorfos como TRE son mas dificiles de secar que los productos cristalinos como el
PEG [84]. La interaccion TRE/agua es mucho mas fuerte que la interaccion
agua/agua. La TRE amorfa tiene compartimientos de dihidrato cristalino donde las
moléculas de agua residual son atrapadas e inmovilizadas en una matriz vitrea
cuando el agua es escasa. Ademas, el enlace a-1,1-glicosidico en TRE es mucho
menos susceptible a la hidrdlisis que el enlace a,B-1,2 glicosidico de otros azlUcares
no reductores (como la sacarosa). Finalmente, la TRE presenta la transicion
reversible de TRE dihidrato a las formas cristalinas anhidras. Todos estos factores
probablemente ralentizan la liberacion de agua [101]. Por lo tanto, para eliminar el
agua absorbida en NPs protegidas con TRE son necesarias temperaturas mas altas

y tiempos mas largos.

Como ya es conocido, los sistemas de liberaciéon controlada de farmacos son
inestables durante periodos largos de almacenamiento, por ello suelen conservarse
en forma de liofilizados. Sin embargo, también es importante el estudio de la
estabilidad fisica y quimica después de la reconstitucion acuosa, ya que la

agregacion de excipientes requeridos para la liofilizacion puede desfavorecer este
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factor, principalmente durante el tiempo de utilizacion del medicamento (1 mes para

los colirios reconstituidos).

La estabilidad después de la reconstitucion acuosa mostré una fuerte dependencia
de la concentracion de agente protector. Tanto TRE como PEG favorecen la
estabilidad de estos sistemas desde el punto de vista cinético, probablemente
debido a que los fendmenos de migracién se minimizan, disminuyendo el riesgo de
sedimentacion, cremado o agregacion de las particulas [52]. Por otra parte, la
temperatura de la bandeja en el secado secundario (T°.SD), las interacciones del
agente protector- T°.SD también influenciaron la estabilidad de manera positiva para
ambos casos (p < 0.05). La interaccion TRE-tiempo de secado secundario mostré
un ligero dominio en la estabilidad. Sin embargo, no hay investigaciones previas que
relacionen estos factores (T°.SD y tiempo de secado secundario) con la obtencién
de suspensiones mas estables después de su reconstituciéon. Otro factor a
considerar en la estabilidad es la carga superficial de las NPs, el andlisis de las
cuatro variables seleccionadas para el estudio demostré que ninguna de ellas
influy6 en la carga superficial de las NPs. Este hecho se puede atribuir a la presencia
de P188, un tensioactivo no-iénico, que probablemente impide la union de iones a

las NPs por impedimento estérico.

A partir de los resultados obtenidos en el disefio factorial y de acuerdo con los
objetivos de este estudio, se utilizo el programa JMP 7 para predecir y seleccionar
las condiciones experimentales mas apropiadas. Las condiciones con las que se
obtuvieron las formulaciones de las NPs con los mejores valores de tamafio de
particula reducido, Pl bajo, porcentaje alto de FB encapsulado en la matriz
polimérica, potencial zeta elevado, baja HR, osmolaridad adecuada para via
oftalmica y buena estabilidad en suspensién después de ser liofilizadas son las
siguientes: FB-PECL-NPs estabilizadas con 1.66 % de P188 y protegidas con 5 %
de TRE, fueron sometidas a un periodo de pre-enfriamiento a +10 °C durante 1 h,
congelacion a -50 °C durante 4 h, secado primario a -3 °C y 0.140 mbar durante 24
hy un secado secundario de +42 °C durante 10 h. Las FB-PECL-NPs estabilizadas
con 3.5 % de P188 y protegidas con 8 % de PEG, fueron sometidas a un periodo de

pre-enfriamiento a +10 °C durante 1 h, congelacion a -50 °C durante 4 h, secado
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primario a +5 °C y 0.140 mbar durante 24 h y un secado secundario de +45 °C
durante 10 h. Las muestras fueron analizadas inmediatamente después de la
liofilizacién y después de 1 afio de almacenamiento a temperatura ambiente sin
mostrar diferencias significativas entre la media de los valores de los factores
analizados (Tabla 3 del Articulo 1), presentando buena apariencia de su matriz

liofilizada y corto tiempo de reconstitucion.

La estabilidad fisica después de la reconstitucion acuosa de las FB-PECL-NPs
optimizadas se analizé usando el analizador éptico TurbiScan®Lab, a distintos dias
durante un mes de almacenamiento a +4 °C. La suspension mostré un pronunciado
pico de la sefal retrodispersada (> 10 %) en el lado izquierdo de la gréfica de las
FB-PECL-NPs protegidas con TRE, el cual indicé una migracion de particulas en la
parte inferior del vial, por tanto, se dio un proceso de sedimentacion (Figura 6a del
Articulo 1). Esta desestabilizacién no se observo en la grafica de las NPs protegidas
con PEG (Figura 6b del Articulo 1) durante los 30 dias del estudio.

Tal como se mencion6 anteriormente, la carga superficial influye en la estabilidad
de estos sistemas debido a que las particulas con la misma polaridad de carga
eléctrica presentan repulsion electrostética. La agregacién de PEG o TRE no alterd
la carga superficial de la NPs, lo que indica la fuerte presencia de P188 en la
superficie de las NPs (Tabla 2 del Articulo 2). Por otra parte, la presencia de PEG
incrementa notablemente la viscosidad en la formulacion, lo cual favorece la

estabilidad de la suspension de NPs (Seccion de estudios reoldgicos del Articulo 2).

Las interacciones fisicoquimicas farmaco — polimero en las FB-PECL-NPs antes y
después de liofilizar, se evaluaron por difraccion de rayos X y andlisis de calorimetria
diferencial de barrido (DSC). Los espectros de rayos X de la PECL y del P188
demuestran que ambos tienen una estructura semicristalina, mientras que el FB
pone de relieve una estructura cristalina (Figura 7 del Articulo 1). El andlisis de los
difractogramas obtenidos por rayos X para F-A y F-B (formulaciones bases sin
agente protector) reveld una combinacion de dos estructuras (FB y PECL),
asimismo, se vieron picos a 28 = 19.3 ° y 23.3 ° correspondientes al P188 (Figura 7

del Articulo 1). Probablemente, después de la centrifugacion quedd un poco de agua
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retenido al P188 en el sedimento, facilitando al P188 situarse fuera de las NPs
durante la desecacion [108]. El espectro de rayos X de F-A presento picos de P188
inferiores a F-B, debido al diferente porcentaje de P188 en su preparacion, 1.66 %

y 3.5 %, respectivamente (datos de F-B no mostrados).

Los termogramas obtenidos por DSC de las NPs y sus componentes se muestran
en la Figura 8 Articulo 1. ElI P188, la PECL y el FB mostraron termogramas con un
solo pico endotérmico agudo que corresponden al punto de fusion; 54.1 + 0.1 °C,
64.5 + 0.1 °C, 114.6 = 0.1 °C respectivamente. Las FB-PECL-NPs mostraron un
evento térmico Unico a 56.0 £ 0.1 °C, sin observarse un pico correspondiente a la
fusion de los cristales de FB, lo cual indic6 que la mayor parte del farmaco esta
disperso en la matriz polimérica [60]. Resultados similares fueron obtenidos por

otros autores [94].

La temperatura de fusion de las F-A fue inferior a la temperatura de fusiéon de las
NPs libres de farmaco debido al contenido del FB. Asimismo, F-A mostr6 un valor
de entalpia bajo, consecuencia de la asociacion de PECL y FB (103.4 £ 0.1 J/g y
106.1 £ 0.1 J/g, respectivamente) que disminuyen la entalpia debido a que las

moléculas de FB actian como impureza en la parte cristalina del polimero.

Con respecto a las muestras liofilizadas, los difractogramas obtenidos por rayos X
mostraron dos picos a 26 = 19.1 ° y 23.3 ° que corresponden a los picos mas
intensos de P188. La intensidad de esta sefial esta directamente relacionada con la
cantidad de P188 utilizada en la preparacion de las NPs. Los perfiles de los otros
componentes mostraron su conversion al estado amorfo, puesto que no se observo

los picos caracteristicos del principio activo y polimero.

El Articulo 2 esta enfocado a los estudios pre-clinicos de las FB-PECL-NPs, ya que
el desarrollo de NPs para preparaciones oculares debe satisfacer los criterios de
Goldmann (estabilidad, esterilidad, tolerancia y eficacia). La eficacia terapéutica es
el criterio mas importante para la preparacion oftalmica ya que depende no soélo de
la estabilidad y tolerancia de la preparacién sino también de la permeabilidad ocular

de los ingredientes activos [109].
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La liofilizacion es el proceso por el cual se logro la estabilizacion de las FB-PECL-
NPs y permitié obtener dos posibles formulaciones apropiadas para via ocular: FB-
PECL-NPs liofilizadas con TRE (FD-NPSTRE) y liofilizadas con PEG (FD-NPsPEG).
Ambas formulaciones fueron el resultado de los estudios del proceso de liofilizacion
y de composicion de las FB-PECL-NPs para que sean idéneos como productos
farmacéuticos oftalmicos (Articulol). FD-NPSTRE y FD-NPsSPEG son diferentes
tanto en el tipo y concentracion de agente protector, como también en su
concentracion de P188 (Tabla 1 del Articulo 2), pero muy parecidos en cuanto al
tamafo de particula (191.7 £ 1.9 nm y 190.4 = 1.3 nm para FD-NPSTRE y FD-
NPsPEG, respectivamente) y la eficiencia de encapsulacion (ambas alrededor de
85 %), sin diferencia estadisticamente significativa. La polidispersion de FD-
NPsSPEG se mostré dentro del rango de los sistemas monodispersos (Pl < 0.1),
mientras que FD-NPsSTRE mostré valores de polidispersion > 0.1 debido
principalmente a la capacidad protectora de TRE durante el proceso de liofilizacion
(Articulo 1). Asimismo, ambas formulaciones tenian una similar carga superficial

negativa. Estos resultados estan resumidos en la Tabla 2 del Articulo 2.

Las formulaciones oculares deben satisfacer la necesidad de ser estériles. El
método mas idéneo para lograr este objetivo es la gamma irradiacion y se usa
principalmente para productos farmacéuticos termolabiles, por su alto poder de
penetracion, baja reactividad quimica, bajos niveles de residuos, pequefios cambios
de temperatura en la muestra y pocas variables a controlar durante el proceso. Sin
embargo, se ha sugerido que la dosis que garantiza la esterilidad (25 kGy) puede
cambiar las propiedades del polimero y la cinética de liberacion, por ello es esencial

analizar la eficacia del producto después de este proceso [110,111].

Dado que estas formulaciones tienen un objetivo terapéutico, las formulaciones de
FD-NPSTRE y FD-NPsPEG fueron irradiados a una dosis de 25 kGy (IR-NPSTRE e
IR-NPsSPEG). Para conocer los efectos de la liofilizacion y esterilizacion en la
liberacion de FB vy el perfil de permeacion ocular, se decidid evaluar el perfil de las
suspensiones de FB-PECL-NP con el agente protector (NPSTRE y NPSPEG) y sin
el agente protector (F-A y F-B) antes de ser sometidos a estos procesos. El proceso

de gamma- irradiacion no tuvo ningun efecto sobre el tamafo promedio de particula,
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Pl, carga superficial y eficiencia de encapsulacion de las formulaciones liofilizadas
optimizadas. Los valores de estas propiedades en las distintas muestras estudiadas
se muestran en la Tabla 2 del Articulo 2.

Asi, todas las formulaciones para el ensayo de liberacion de FB y permeacion
ocular, se consideraron suspensiones de NPs satisfactorias; presentando valores
de potencial zeta negativo ( -12.00 mV - -18.40 mV), eficiencia de encapsulacién
elevada (85-86 %) y osmolaridad ocular apropiada a excepciéon de F-A y F-B
(suspensiones sin objetivo terapéutico). Adicionalmente, se analizaron las
propiedades reologicas de las formulaciones, presentando curvas de viscosidad
constantes y crecientes que corresponden al comportamiento newtoniano y que
indican que las formulaciones se adhieren facilmente al aplicarse sobre la superficie
ocular. Los resultados obtenidos revelan que la inclusion de un 16.0 % de PEG y
10.0 % de TRE en las formulaciones produce un incremento significativo de la
viscosidad. FD-NPsSTRE y IR-NPsTRE mostraron una viscosidad baja frente a las
formulaciones preparadas con PEG (FD-NPsSPEG y IR-NPsPEG), que beneficia la
redispersion después de la reconstitucion acuosa del producto liofilizado facilitando

su dispensacion.

La determinacion de los perfiles de liberacion in vitro permite predecir el
comportamiento in vivo de las NPs. Esos estudios fueron llevados a cabo en células
de Franz bajo condiciones sink, en un medio de PBS isotonico a pH 7.4 (préximo al
pH lagrimal) y 32 °C (temperatura del area precorneal), con el fin de reproducir las
condiciones fisiologicas de la via ocular. Los perfiles de liberacion de FB de estos
sistemas coloidales se compararon con la solucion del farmaco libre (1.0 mg/mL en
PBS pH 7.4). Los resultados obtenidos revelan que la liberacion de FB desde la
solucién de farmaco libre fue méas rapida comparada con las FB-PECL-NPs,
asimismo, las formulaciones F-A y F-B a pesar de tener distintas concentraciones
de P188 presentaron un perfil de liberacion de FB muy similar (Figura 1A del
Articulo2). Resultados similares fueron reportados por otros autores para la

liberacion de farmaco in vitro con diferentes cantidades de P188 [112].
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La liberacion del farmaco a partir de particulas poliméricas puede ocurrir a través de
la difusion, erosion del polimero o una combinacion de estos [113]. Si la difusion del
farmaco es mas rapida que la degradacion de la matriz, el mecanismo de liberacion
del farmaco se produce principalmente por difusiéon. Una liberacion rapida del
farmaco, conocido como “efecto estallido” se debe a la fraccion del mismo adsorbida
o débilmente unida a la superficie de la NPs [60]. Todas las formulaciones exhiben
un comportamiento de liberacion sostenido, con una liberacion réapida al inicio,
debido a la cantidad FB presente en la superficie de las NPs, seguido por una fase
de liberacién lenta, correspondiente a la difusion del farmaco atrapado en el interior

de las mismas (Figura 1 del Articulo 2).

Sin embargo, la velocidad de liberacion y las cantidades de FB liberadas disminuyen
después de la agregacion de agente protector a las FB-PECL-NPs (Figura 1B del
Articulo 2). Este perfil fue mucho mas evidente para las FB-PECL-NPs protegidas
con PEG que con TRE. Ello se atribuye al aumento en la viscosidad del medio de
dispersion de la suspension que conlleva a un descenso mas lento de las NPs al
tejido ocular. Asimismo, otros autores reportaron que la agregacion de PEG ayuda
en la formacion de una estructura muy compacta con la matriz polimérica después
del proceso de secado lo que podria retardar la difusion del farmaco [102]. Contrario
a ello, las NPs protegidas con TRE alcanzaron una cantidad liberada mas alta de
FB (Figura 1C y D del Articulo 2). La TRE se considera un agente protector que
induce o aumenta la porosidad de las NPs, lo que ayuda a obtener una liberacion
mas rapida de FB. Ello esta relacionado directamente con la etapa de congelacion
de la liofilizacion; TRE es capaz de formar enlaces de hidrégeno més flexibles con
las NPs, creando una red abierta de poros durante la sublimacién que pueden

afectar las caracteristicas morfologicas de los NPs [96,114].

La viscosidad intrinseca de las FB-PECL-NPs protegidas con PEG aumento de
5.425 mPal/s a 6.594 mPa/s después del proceso de gamma irradiacion (IR-
NPsSPEG). Sin embargo, el perfil de liberacion no sefialé ninguna influencia
apreciable de los componentes de la matriz. Probablemente, este efecto se redujo
por las grandes cantidades de PEG contenidas en las NPs liofilizadas. Por otra

parte, IR-NPSTRE mostraron una velocidad de liberacion muy similar a la solucion
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de farmaco libre, debido a la facil descomposicion de la capa de TRE después de la
gamma irradiacion, facilitando una exposicion directa de las NPs [115]. Estos
resultados concuerdan con autores que reportaron que TRE incrementa la
liberacion del farmaco tanto después de la liofilizacion como después de la
irradiacion [115,116].

La cantidad FB liberado desde las formulaciones ensayadas, se ajusto a diferentes
modelos cinéticos, calculandose el coeficiente de determinacion (r?) y el valor de
AIC, el cual indica la idoneidad del modelo para un determinado conjunto de datos.
Cuanto menor sea el valor de AIC, el modelo se ajusta mejor al conjunto de los
datos. Los valores de AIC obtenidos a partir de las cantidades de FB liberadas y
acumuladas a las 10 h del ensayo para las formulaciones, se ajustan
adecuadamente al modelo cinético de primer orden lo que fue confirmado por r?,
con excepcion de NPsPEG and FD-NPsPEG, que se ajustan adecuadamente al
modelo cinético de hipérbola (Tabla 3 del Articulo 2). Ello indica que la liberacion de
FB desde estas formulaciones, se produce por difusién pasiva, especialmente a
través de los poros de la matriz. Ademas, el bajo PM de FB (244.25 Da) mejora el
mecanismo de difusion [112,117]. Es importante mencionar que la liberacion de FB
no se vié afectada por la cantidad de P188, ni por la polidispersién del tamafio de
las NPs en suspension.

Las NPs ademas de permitir la liberacion controlada del agente activo, deberian
permitir alcanzar niveles de concentracion terapéutica efectivos en el tejido afectado
del organismo, independientemente de la via de administracion por un periodo de
tiempo prolongado y con una escasa o0 nula exposicion sistémica [118]. Cuando los
farmacos penetran en el organismo a través de la mayoria de las vias de
administracion, deben atravesar varias membranas celulares semipermeables, que
actuan como barreras biolégicas que, de modo selectivo, inhiben el paso de las
moléculas de farmaco [119]. Es asi como el ojo logra mantener sus estructuras
inalteradas para una correcta vision, lo que lo convierte en un érgano dificil para la

absorcion de principios activos
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Con el fin de evaluar la capacidad de estos sistemas para favorecer la penetracion
corneal, se estudid la permeacion corneal ex vivo de estas particulas y se comparé

con la solucion de farmaco libre (1 mg/mL).

F-A mostré6 un coeficiente de permeabilidad (Kp) mas pequefio que F-B,
probablemente, la mayor cantidad de P188 en F-B reforzd la penetracion del
farmaco en la cornea (Figura 2A del Articulo 2). La inclusion del agente protector en
las FB-PECL-NPs cambi6é significativamente el rendimiento en ambas
formulaciones (Figura 2B del Articulo 2). La diferencia de Pl entre FD-NPSPEG y
IRNPsSPEG, al igual que en la liberacion in vitro, tampoco influyé en el perfil de
permeacion transcorneal de FB. FD-NPSTRE y IR-NPsSTRE alcanzaron un
incremento significativo en la penetracion del farmaco a través de la cornea (Figura
2C-D del Articulo 2). Alcanzando incluso IR-NPsTRE una cantidad de FB permeado
a través del tejido corneal de 116.03 pg/cm?, cantidad muy similar a la solucién de
farmaco libre, 119.70 ug/cm?. Por otro lado, IR-NPSPEG mostré un Kp mas bajo y
la mayor cantidad de farmaco retenido en la cérnea, 33.95+0.99 %/cm?.g en
comparacion con las otras muestras. Estos resultados refuerzan las premisas
mencionadas anteriormente; la TRE facilita la liberacion de FB de la matriz
polimérica debido al favorecimiento de la formacion de las depresiones sobre la
superficie de las NPs, asimismo, promueve considerablemente la permeacién de

FB a través de la cornea después de la gamma irradiacion.

Se determind el nivel de hidratacion corneal, lo que indicé que todas las cérneas
estan dentro del rango de hidratacién corneal normal. Por tanto, las formulaciones
evaluadas no causaron dafios tisulares en el epitelio ni endotelio (Seccién de

estudio de permeacion corneal del Articulo 2)[120].

La esclerética es un tejido bastante permeable, ademas, tiene 20 veces mas
superficie que el tejido de la cérnea, lo que la convierte en una buena posibilidad en
el transporte de farmacos a estructuras oculares posteriores, asociandolos a
diferentes sistemas de liberacion controlada, que minimicen los posibles efectos
adversos. [121,122]. Del mismo modo que la permeacion corneal ex vivo, se estudio

la permeacion escleral ex vivo y se compard con la solucion de farmaco libre (1
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mg/mL) con el fin de evaluar la capacidad de estos sistemas para favorecer la

penetracion escleral.

El FB fue capaz de atravesar la esclerdtica a pesar de tener naturaleza hidrofila
[123]. La solucion de farmaco libre alcanzo el coeficiente de permeabilidad mas alto,
seguidas por F-A y F-B que fueron muy similares entre ellas (P > 0.05). La adicién
del agente protector influy6 en la reduccion de la permeabilidad escleral (Figura 3B-
D del Articulo 2). El proceso de liofilizacion y la gamma irradiacion no tuvieron ningun
efecto sobre el coeficiente de permeabilidad de las NPs (P > 0.05). Ademas, los
productos finales, IR-NPSTRE y IR-NPsSPEG, alcanzaron cantidades de FB
acumulado muy parecidos (18.20 ug/cm?y 17.70 ug/cm?, respectivamente), lo que
indica que no hay diferencia de eficacia terapéutica entre ellos (Figura 3D del
Articulo 2). Todo ello demuestra nuevamente que las diferencias de las
caracteristicas morfométricas y la viscosidad de las formulaciones en estudio eran
menos importantes que la afinidad quimica del FB con los tejidos diana. Aunque la
solucion de farmaco libre mostré6 una eficacia de permeacion superior a las
suspensiones de FB-PECL-NPs irradiadas (productos finales), en este ensayo no
consider6 la eliminacion rapida de la solucion a través del parpadeo del ojo y el

drenaje del flujo naso-lagrimal, lo que reduce su biodisponibilidad al ~ 75 % [124].

Las estructuras externas oculares estan constituidas por diferentes tejidos muy
sensibles a la irritacion ocular inducida por agentes quimicos o farmacolégicos, que,
en casos extremos, pueden desencadenar un cuadro clinico de ulceracion corneal
y pérdida de vision. Con el fin de determinar la potencial irritacion ocular inducida
por los sistemas coloidales desarrollados, se utilizaron dos ensayos para determinar
la tolerancia ocular de las formulaciones: el ensayo de HET-CAM (in vitro) basado
en la observacion de reacciones, tales como hemorragia, coagulacién intravascular
o lisis de los vasos sanguineos [125] y el test de Draize (in vivo), ya que la legislaciéon
espafola todavia exige la realizacion de este ensayo antes de la comercializacion
de farmacos administrados por via topica. La aplicacion de ambos métodos revel6
una tolerancia ocular éptima para las formulaciones IR-NPSTRE y IR-NPsSPEG
(Articulo 2).
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Uno de los aspectos basicos para la idoneidad de un sistema polimérico de
liberacion controlada de farmacos por via ocular, ademas de sus propiedades
fisicoquimicas, su farmacocinética y su tolerancia ocular es la eficacia biologica y

terapéutica.

La eficacia antiinflamatoria in vivo de estos sistemas en la prevencion de los
procesos inflamatorios secundarios frente a una agresion de caracter quimico,
inducida por acido araquidonico, fue evaluada examinando el grado de inflamacion
del iris y conjuntiva ocular. Durante los primeros 60 minutos, IR-NPSTRE, IR-
NPsPEG vy la solucion de farmaco libre redujeron por igual el grado de inflamacion
ocular y la hiperemia del iris (Figura 4 del Articulo 2). A los 60 minutos siguientes, la
eficacia antiinflamatoria de las NPs fue evidentemente superior a la solucion de
farmaco libre, presentando IR-NPSPEG un mayor y continuo efecto antiinflamatorio.
La NPs poseen propiedades bioadhesivas que incrementan el tiempo de
permanencia del farmaco sobre la superficie ocular y consecuentemente una
prolongada accion farmacologica [108,112,126]. Ademéas, ha sido descrito
previamente que el tiempo de residencia de las NPs es mayor en los tejidos oculares
inflamados debido a las modificaciones fisioldgicas que acompafian estos procesos
[127].

Nuevamente las estabilidades de las suspensiones optimizadas fueron evaluadas
para verificar si el proceso de gamma irradiacion tuvo alguna influencia sobre este
factor en los productos finales (IR-NPSTRE, IR-NPsSPEG), ya que constituye otro
parametro de calidad del producto. El perfil de radiacion retrodispersada (BS) por
las muestras de IR-NPsPEG (Figura 5B del Articulo 2) no sufri6 cambios con
relacion al perfil de FD-NPsPEG (Figura 6B del Articulo 1), es decir continué
presentando una muy buena estabilidad durante los 30 dias de estudio. Por otro
lado, IR-NPSTRE (Figura 52 del Articulo 2) presento una variacion de BS inferior al
5 % en el lado derecho del perfil de transmision (parte inferior del vial) que indico un
proceso de sedimentacion (después de 30 dias). Esta variacion fisica es
considerada reversible y es mucho menor a la registrada en el perfil de la FD-

NPsTRE (Figura 6A del Articulo 1). Ello puede estar relacionado principalmente por
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el incremento de la viscosidad y la influencia de la esterilizacion sobre las NPs para

estabilizar este sistema coloidal.

Las investigaciones recogidas en esta Tesis Doctoral aseguran los beneficios del
desarrollo de la liofilizacion con PEG y TRE de NPs de PECL para liberacion
controlada de FB para el tratamiento de procesos inflamatorios a nivel ocular. Los
principales resultados que se han obtenido constituyen, en cierta medida, una base

a la expansion industrial de estos sistemas coloidales.
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En este trabajo, el FB se formulé en NPs de PECL para administracién ocular.
Teniendo en cuenta todos los resultados obtenidos en los diferentes ensayos para
la estabilizacion de las FB-PECL-NPs y su influencia en distintos estudios pre-

clinicos, se puede concluir que:

1. Laasociacion de un agente antiinflamatorio no esteroideo, flurbiprofeno (1.0
mg/ml), a poli-e-caprolactona (3.3 mg/ml) por la técnica de desplazamiento
del solvente, en presencia de Poloxamer 188 (16.6 mg/ml) como agente
estabilizante de la formulacion, ha permitido obtener nanoparticulas con
unas caracteristicas morfométricas (tamafio promedio de particula de 176
nm y polidispersion inferior a 0.1) y carga superficial (potencial zeta -17.2
mV) adecuadas para administracion ocular, aunque con una estabilidad

limitada.

2. Los agentes protectores utilizados en el proceso de liofilizacion de las NPs
(TRE y PEG) se seleccionaron en base a su idoneidad en el mantenimiento
de la morfometria inicial de estos sistemas, el tiempo de reconstitucién y la
osmolaridad de la formulacion una vez reconstituida, aspecto crucial para

los preparados de administracion ocular.

3. El P188 demostr6 capacidad protectora para las FB-PECL-NPs durante la
etapa de congelacion de la liofilizacion, sin embargo, no fue capaz de
mantener las propiedades morfométricas de las NPs en la etapa de secado,

es decir el P188 es un buen crioprotector mas no lioprotector.

4. Dado que el andlisis del proceso de congelacion (rapido o lento) de las FB-
PECL-NPs con los agentes protectores seleccionados no puso de relieve
diferencias significativa en la agregacion de las mismas, se seleccioné la
congelacion lenta que conduce a la formacién de grandes cristales de hielo
con una estructura de poros largos y escasos que permite incrementar la

velocidad de sublimacion.
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Las condiciones de secado primario seleccionadas en base a la temperatura
de colapso de las formulaciones (determinada mediante microscopia de
liofilizacién) utilizando la curva de Chang y Fischer para la eleccion de los
parametros, fueron: +5 °C a 0.140 mbar para las FB-PECL-NPs protegidas
con PEG y -3 °C a 0.140 mbar para las protegidas con TRE.

La optimizacion del proceso de liofilizacion de las FB-PECL-NPs, por disefio
de experimentos, puso en relieve el efecto de dos variables relacionadas
con el producto (concentracion del estabilizante y del agente protector) y
dos relacionadas con el proceso (temperatura y tiempo de secado
secundario), asi como sus interacciones en la morfometria de las particulas,
la humedad residual, la osmolaridad y la estabilidad en suspension después
de ser liofilizada, mas no en su carga superficial y la eficiencia de asociacion

del farmaco al polimero.

. Tanto la concentracion de TRE y PEG como la interaccion TRE-P180
disminuye los pardmetros morfométricos de las FB-PECL-NPs. El tamafio
promedio de las NPs protegidas con TRE disminuye al disminuir la
concentracion P188. La presencia de PEG como crioprotector mejora la

homogenicidad de la muestra, reduciendo su polidispersion.

La osmolaridad depende de la concentracion del estabilizante y en mayor
medida del agente protector utilizado. No se observaron variaciones
significativas de la HR (HR < 1 %) en las FB-PECL-NPs protegidas con PEG
en funcion de las variables analizadas, a diferencia de las NPs con TRE que
mostraron valores bajos de HR cuando fueron expuestas a una temperatura
de bandeja en el secado secundario mas elevada y por un tiempo mas

prolongado.

Los andlisis espectroscopicos y térmicos de la interaccién farmaco-polimero

en los sistemas matriciales desarrollados ponen de manifiesto que la mayor
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parte del farmaco se encuentra en forma de dispersion molecular en el

polimero.

10.La esterilizacion por gamma irradiacion (a 25 KGy) de las formulaciones
liofiizadas no modificé la morfometria ni la carga superficial de las
particulas, manteniéndose la asociacion inicial del farmaco al polimero y su

osmolaridad.

11.Los perfiles de liberacién in vitro de las nanoparticulas mostraron que
ambos aditivos, TRE y PEG3350, condicionan el proceso en mayor medida
que las caracteristicas morfomeétricas de dichas particulas.

12.La estabilidad de las FB-PECL-NPs una vez reconstituidas fue superior en
presencia de PEG, (30 dias) respecto a las de TRE (15 dias). El proceso de
gamma irradiacion mejoré considerablemente la estabilidad de las FB-
PECL-NPs en presencia de TRE (30 dias), manteniendo sus caracteristicas
morfométricas, con una baja humedad residual y osmolaridad adecuada
para administracién ocular, aun después de un afio de almacenamiento en

su forma soélida.

13.En la permeacion transcorneal, la liofilizacion y la gamma irradiacion
obstaculizan la liberacion de FB de las formulaciones que contienen PEG,
mientras que estas condiciones tienen un efecto contrario sobre las
formulaciones que contienen TRE. Sin embargo, estos procesos ho

influyeron en la permeacién transescleral.

14.Los estudios de eficacia antiinflamatoria in vivo de ambas formulaciones de
FB-PECL-NPs pusieron de relieve una disminucion significativa de la
inflamacion ocular y la hiperemia en mayor grado respecto a la solucién de
farmaco libre con una tolerancia ocular éptima, siendo las nanoparticulas

con PEG, las que presentan mayor duracion del efecto antiinflamatorio.
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15.El éxito del disefio del sistema coloidal, FB-PECL-NPs protegidas con PEG,
resultd de la cooperacion racional entre una buena formulacion y las
condiciones adecuadas en las etapas de congelacion y secado enfocados
principalmente en la calidad del producto y en un ahorro significativo de
tiempo y de energia para la industria. Estos sistemas poliméricos podrian
constituir, tras el desarrollo galénico y clinico adecuado, una nueva forma
de administracion de flurbiprofeno de interés en la prevencion de la

inflamacion secundaria a cirugia ocular.
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