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Nanotransportadores a base de Quitosano
para la liberacion de farmacos

Chitosan-based nanocarriers for drug delivery

KarLa K CaLo O, IsaBeL C Anpueza G2

Resumen

Los biomateriales mucoadhesivos en formulaciones farmacéuticas son potencialmente utiles en la
administracién transmucosa de ingredientes activos para mejorar sus efectos localizados y prolongados. Los
avances recientes en nanotecnologia han permitido el disefio de nanosistemas que permiten prolongar la
retencion local, reducir la frecuencia de dosificacion y aliviar la irritacién de las mucosas. El quitosano es un
polisacarido natural, frecuentemente utilizado en el desarrollo de distintas formas de dosificacién, debido a
sus excepcionales propiedades fisicoquimicas y biologicas. La bilastina, como nuevo antihistaminico eficaz
y bien tolerado, esta aprobada para el tratamiento sintomatico de la rinoconjuntivitis alérgica estacional
o perenne y urticaria en muchos paises europeos. Con el objetivo de disefar y caracterizar un sistema
nanotransportador empleando quitosano como polimero mucoadhesivo, en este trabajo se desarrollaron
dos nanosistemas, uno encapsulando bilastina en el ntcleo oleoso de nanocapsulas de quitosano y otro
mediante una modificacién quimica que permitié la asociaciéon del farmaco mediante su unién covalentemente
al quitosano. Se obtuvieron nanocapsulas esféricas, de tamafno nanométrico (<300 nm) y carga superficial
positiva. Se evalud su estabilidad en fluido nasal simulados (hasta 24 h), tras almacenamiento en suspensiéon
por un mes y tras su liofilizaciéon. Los dos nanosistemas presentaron perfiles de liberacién adecuados en
medio nasal, aumentando la cantidad de farmaco liberado en funcién del tiempo. Los resultados obtenidos
presentan a estos nanosistemas como candidatos de interés para la administracién nasal de antihistaminicos.
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Abstract

Mucoadhesive biomaterials in pharmaceutical formulations are potentially useful for transmucosal delivery
of active ingredients, improving their localized and prolonged effects. Recent advances in nanotechnology
have enabled the design of nanosystems that prolong local retention, reduce dosing frequency, and alleviate
mucosal irritation. Chitosan, a natural polysaccharide, is frequently used in dosage form development due to its
exceptional physicochemical and biological properties. Bilastine, a new effective and well-tolerated antihistamine,
is approved for the symptomatic treatment of seasonal or perennial allergic rhinitis and urticaria. This study
aimed to design and characterize a nanocarrier system using chitosan as a mucoadhesive polymer. Two
nanosystems were developed: one encapsulating bilastine in the oily core of chitosan nanocapsules, and another
using a chemical modification that allowed covalent binding of the drug to chitosan. Spherical nanocapsules of
nanometric size (<300 nm) and positive surface charge were obtained. Their stability was evaluated in simulated
nasal fluid (up to 24 h), after one month of storage in suspension, and after lyophilization. Both nanosystems
showed suitable drug release profiles in the nasal medium, increasing the amount of drug released over time.
The results suggest these nanosystems are promising candidates for nasal administration of antihistamines.
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CALO Y ANDUEZA

Introduccion

La rinoconjuntivitis alérgica es una
afeccion inflamatoria comun que combina
sintomas nasales y oculares, y cuya
prevalencia mundial se estima entre un 10y
un 25 %, aunque en algunas regiones puede
alcanzar hasta el 40 % de la poblacién. En
Espana, algunos estudios han reportado
que mas de la mitad de los individuos
evaluados presentaron diagnoéstico de
rinitis alérgica, lo cual indica una carga
clinica considerable (Davila y col., 2011).
Los sintomas, que incluyen picor nasal,
estornudos, rinorrea y congestion, pueden
afectar de forma significativa la calidad de
vida de los pacientes, alterando el sueno, el
rendimiento académico y la productividad
laboral (Valero Santiago y Ferrer, 2013).

La histamina es el principal mediador
implicado en la fisiopatologia de la rinitis
alérgica y otras enfermedades alérgicas.
Esta amina biogénica, liberada por
mastocitos y baso6filos en respuesta a
alérgenos ambientales, se une a receptores
H1 ubicados en la mucosa nasal y otros
tejidos, lo cual desencadena una cascada
inflamatoria caracteristica (Lynde y col.,
2020). Los antagonistas del receptor H1,
llamados antihistaminicos, actian como
agonistas inversos estabilizando el receptor
en su conformacion inactiva, y constituyen
el pilar terapéutico en esta patologia
(Sadaba y col., 2013).

La Bilastina es un antihistaminico de
segunda generacion con alta afinidad por
el receptor H1 y escasa interaccion con
otros receptores, como los muscarinicos o
serotoninérgicos. Su accion farmacologica,
caracterizada por una rapida aparicion
del efecto y una duraciéon prolongada
(t%2 ~14 h), la ha posicionado como una
opcion eficaz y segura en el tratamiento

de la rinoconjuntivitis alérgica y la urticaria
(Lyseng-Williamson y Carter, 2012). A
nivel molecular, se trata de un derivado
de piperidina con una estructura unica
que no deriva de otros antihistaminicos
existentes (Figura 1) (Ridolo y col., 2015).
Ademas, presenta una biodisponibilidad
cercana al 60 %, una alta unién a proteinas
plasmaticas (84-90 %) y una distribucion
bicompartimental, 1o cual influye en su
comportamiento farmacocinético (Gafaroni
y Telechea, 2017).
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Figura 1. Estructura molecular de la bilastina

En los ultimos anos, la nanotecnologia
ha ofrecido soluciones innovadoras en
el campo de la liberacion de farmacos,
permitiendo disenar nanosistemas con
propiedades que mejoran la retencion en
el sitio de accion, reducen la frecuencia de
dosificacion y aumentan la estabilidad del
principio activo (Fadeel y col., 2012; Grenha,
2012). Estos sistemas nanométricos
pueden atravesar barreras bioldgicas
y facilitar una absorciéon mas eficiente,
incluso para moléculas poco biodisponibles
por otras vias de administracion (Mohanta
y col., 2022).

Entre los polimeros mas empleados parala
obtencion de sistemas nanométricos destaca
el quitosano (CS), un polisacarido lineal
derivado de la desacetilacion de la quitina.
Gracias a sus propiedades bioadhesivas,
biodegradables y biocompatibles, el CS ha
sido utilizado exitosamente en sistemas
de liberacion ocular, nasal y oral (Casettari
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e Illum, 2014; Andueza, 2020; Prego
y col., 2006). Su estructura quimica le
confiere carga positiva en medio acido, lo
que permite su interaccion electrostatica
con mucinas, prolongando el tiempo
de residencia del farmaco en la mucosa
(Sahoo y col., 2009). Ademas, puede ser
modificado quimicamente para incorporar
grupos funcionales como la maleimida, lo
que facilita la conjugacion covalente con
moléculas bioactivas (Goycooleay col., 2009;
Martinez-Jothar y col., 2018).

La via nasal representa una alternativa
atractiva para la administracion de farmacos
tanto de accion local como sistémica. Su gran
vascularizacion, la ausencia de metabolismo
de primer paso hepatico y el area superficial
disponible favorecen una absorcion rapida y
eficiente. Sin embargo, la presencia de una
barrera mucosa dinamica y su constante
renovacion suponen un reto para el diseno
de sistemas de liberacion eficaces (Grenha,
2012; Goycooleay col., 2014). Para mejorar la
retencion y biodisponibilidad en esta via, se
han desarrollado sistemas mucoadhesivos
basados en CS, capaces de aumentar el
tiempo de contacto con la mucosay controlar
la liberacion del farmaco (Singh y col., 2017;
Andueza y col., 2018).

El objetivo del presente trabajo consistio en
desarrollar y caracterizar dos nanosistemas
basados en CS para la administracion
nasal de bilastina. El primero se diseno6
como nanocapsulas con nucleo oleoso
donde se encapsul6 el farmaco, mientras
que el segundo se obtuvo mediante una
conjugacion quimica entre bilastina-N-
succinimidil-S-acetilthioacetato (SATA) y
CS funcionalizado con maleimida, que
permita explorar su potencial como formas
farmacéuticas nasales innovadoras para
el tratamiento localizado de patologias
alérgicas.

Materiales y Métodos
Materiales

Para llevar a cabo este estudio, se
emplearon una serie de materiales
provenientes de distintos proveedores
especializados en productos farmacéuticos
y quimicos. Entre estos materiales se
incluyen: la bilastina de laboratorios
Normon, el quitosano HCI (C6H11NO4CI),
Mw: 1526,5 g/mol, grado de desacetilacion
del 85 %, de Heppe Medical, Miglyol 812®
Cremer Oleo, estearato de polietilenglicol
40 (PEG-st 40) de Croda Chemicals,
el glicocolato de sodio (SGC) de los
laboratorios Dextra. Ltd., clorhidrato
de carbodiimida (EDC, C8H17N3, Mw:
191,7 Da), N-hidroxisuccinimida (NHS,
C4H5NO03, Mw: 115,09 Da), cloruro de
sodio (NaCl), cloruro de potasio (KCl),
cloruro de calcio hidratado (CaCl,-2H,0O)
y mucina tipo IIl de Sigma-Aldrich. El
acido 3-maleimidopropionico al 95 %
(m-PA, C11H10N206, Mw: 169,13 Da) y la
hidroxilamina se obtuvieron de Alfa Aesar,
El succinimidil éster de S-acetiltioacetato
(SATA, Mw: 231,23 Da) y el tubo de dialisis
SnakeSkin™ 3,5K MWCO se obtuvieron de
Fischer Scientific. N-hidroxisuccinimida
(NHS), clorhidrato de 1-etil-3-[3-
dimetilaminopropil]carbodiimida (EDC).

CONJUGACION DE QUITOSANO-MALEIMIDA

Se llevaron a cabo pruebas para evaluar
tres proporciones diferentes de carga
en la combinacion de CS y maleimida,
especificamente en las relaciones 10:2,
10:4 y 10:5, respectivamente. El ensayo se
realiz6 haciendo reaccionar la maleimida
del acido propiénico (mPA) con 5 mg de CS,
en presencia de NHS y EDC como agentes
reticulantes, y se mantuvo bajo agitacion
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constante durante 24 horas, conforme al
esquema descrito en la Tabla I. Los excesos
de reactivos se eliminaron mediante dialisis
utilizando una membrana con un peso de
corte de 3,5 kDa. La union quimica entre
el CSy la maleimida se confirmé mediante
espectrometria de resonancia magnética
nuclear (RMN) utilizando un equipo Bruker
BRX-500, y se evalud el rendimiento del
proceso tras la liofilizacion.

Tabla 1.
Componentes para la conjugacion del
CS-maleimida cargas expresadas en mg

Componente | CS: mPA | CS: mPA | CS: mPA
(mg) 10:2 10:4 10:5
Quitosano 5 5 5
mPA 0,498 0,9967 1.245
EDC 0,188 0,377 04718
NHS 0,339 0,678 0,847

CONJUGACION DE BILASTINA-SATA

Para llevar a cabo la conjugacion de la
bilastina, se agregaron 0,2 ug de SATA (100
mg/mL) en tres intervalos separados por 5
minutos en 6 mL de solucion de bilastina
en PBS (Phosphate Buffer Saline) (1 mg/
mL) a un pH de 7,2-7,4 bajo condiciones
de agitacion. Posteriormente, la mezcla de
reaccion se dializé en agua destilada para
eliminar el exceso de reactivo, utilizando
una membrana de dialisis con un peso
de corte de 3,5 kDa. Luego, se procedio
con la reaccion de desacetilacion, donde
la solucién anterior se hizo reaccionar con
una solucién de desacetilacion (compuesta
por 1,74 g de hidroxilamina y 0,475 g de
EDTA, con un pH ajustado a 7,2-7,4. Esta
mezcla también se dializ6 en las mismas
condiciones durante 2 horas.

El rendimiento del proceso se evalu6
posteriormente tras la liofilizacion, y la
asociacion de la bilastina con SATA se
cuantifico utilizando el analizador Elemental
FISONS modelo EA 1108 (Universidad de
Santiago de Compostela).

PREPARACION DE LAS NANOCAPSULAS

Se llevé a cabo la preparacion de
nanocapsulas de CS y de quitosano-
maleimida mediante la técnica de
desplazamiento de solvente (Grenha, 2012).
La fase organica consistié en una mezcla
de 1,59 mg de PEG st-40, 0,5 mg de SGC,
6,25 uL de Miglyol® (0,94 g/mL) y 191,2 uL
de etanol. Por otro lado, la fase acuosa se
prepar6 con una solucion de CS a 0,5 mg/
mL para las nanocapsulas de CS, o con
CS-maleimida en el caso de las capsulas
de quitosano-maleimida.

La fase organica se agrego a la
fase acuosa bajo agitacion constante.
Luego, el solvente organico se elimino
mediante evaporacion rotatoria (R-300
Buchi®, 150 rpm, 40 mbar, 5 min a 37°C).
Posteriormente, las nanocapsulas se
aislaron por centrifugacion (Eppendorf
5430R®) a 20.000 g durante 30 minutos a
4°C, y finalmente se resuspendieron en agua
milliQ una vez eliminado el sobrenadante,
alcanzando una concentracion final de 8
mg/mL.

La asociacion de las nanocapsulas con
el farmaco (Bilastina o Bilastina-SATA) se
llevé a cabo de dos formas diferentes segun
el sistema. Para las nanocapsulas de CS-
bilastina, se disolvio la bilastina en el etanol
de la fase organica y se continu6 el proceso
como se describié anteriormente. En el
caso de las nanocapsulas de CS-maleimida
bilastina-SATA, primero se prepararon las
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nanocapsulas vacias y luego se incorporo
bilastina-SATA, manteniéndo la mezcla en
agitacion constante durante 30 minutos.

Para evaluar su estabilidad, las
nanocapsulas se liofilizaron durante 24
horas en presencia de trehalosa al 5 %
(p/v) como crioprotector. Se congelaron a
—80°Cy luego se transfirieron al liofilizador
(Labconco Corp., USA).

CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LAS
NANOCAPSULAS

El diametro hidrodinamicoy el indice de
polidispersion (PDI) de las nanocapsulas
se determinaron mediante dispersion
de luz dinamica (DLS). Los valores de
potencial zeta se obtuvieron mediante
anemometria laser Doppler utilizando un
Zetasizer Nano-S (Malvern Instruments).
Antes de las mediciones, las nanocapsulas
se diluyeron en agua MilliQ®. Cada
analisis se realiz6 por triplicado a una
temperatura de 25°C.

Ademas, se realizé un analisis de
seguimiento de nanoparticulas (NTA)
para medir el tamano de particula de
las nanocapsulas después de la dilucion
en agua MilliQ®, utilizando un equipo
NanoSight NS3000 (Malvern Analytic Ltd).

El rendimiento de los diferentes
sistemas se determiné mediante la
ecuacion 1 para evaluar la viabilidad de
conservacion y estabilidad después de
procesos de transformacién, como la
liofilizacion, y sus propiedades después de
volver a suspender el producto final con
el propoésito de incorporarlo en posibles
procesos de fabricacion.

Ecuacion 1. CALcuro pEL RENDIMIENTO

mg NCs finales — mg NCs iniciales
Rendimiento (%) = — x 100
mg NCs iniciales

ANALISIS DE LA EFICIENCIA DE ASOCIACION

La eficiencia de asociacion de la bilastina
a las nanocapsulas de CS se evalu6 tanto
de manera directa como indirecta. En el
primer caso, se llevd a cabo mediante
la determinacion del ingrediente activo
farmacéutico utilizando cromatografia
liquida de alta resolucion (Acquity UPLC
H-Class Plus system) equipado con una
columna C18 (Waters symmetry 1,7 um,
2,1x 50 mm). Para ello, la bilastina se
extrajo de las nanocapsulas mediante la
rotura de estas, utilizando una mezcla
de metanol, acetonitrilo y acido fosférico
como fase movil. Posteriormente, se
centrifugé a 20.000g durante 30 minutos
a 4°C (centrifugadora Eppendorf 5430R®).
Finalmente, la solucion de bilastina se
resuspendi6. La cuantificacion se realizé a
una longitud de onda de 273 nm, con un
flujo de 0,1 mL/min, durante 5 minutos.

En el segundo caso, se llevé a cabo
la cuantificacion indirecta de la bilastina
no asociada en las nanocapsulas
mediante la lectura por analisis UV en un
espectrofotometro a una longitud de onda
de 273 nm, midiendo la cantidad de bilastina
no asociada en el sobrenadante de las
nanocapsulas.

En ambos casos, una vez conocida la
cantidad de farmaco incorporado, se calculd
la eficiencia de encapsulacion utilizando la
ecuacion 2.

128



CALO Y ANDUEZA

Ecuacion 2. CALCULO DE LA EFICIENCIA DE
ASOCIACION

mg asoociados

Eficiencia de encapsulacién (EE%) = x 100

mg afiadidos

CARACTERIZACION MORFOLOGICA

La morfologia superficial de las
nanocapsulas fue analizada mediante
microscopia electrénica de barrido de
emision de campo (FESEM) y de transmision
de barrido (STEM), utilizando un microscopio
FESEM Ultra Plus de ZEISS. En cuanto a los
estudios de STEM, las nanocapsulas de
CS diluidas, se depositaron en rejillas de
cobre con peliculas de carbén. Las rejillas
se secaron al aire durante la noche en el
desecador antes de proceder con el analisis.

ESTABILIDAD DE LOS NANOSISTEMAS

La estabilidad coloidal de las
nanocapsulas conjugadas, tanto antes
como después del procedimiento de
liofilizacion, se investigo in vitro bajo tres
condiciones distintas. En primer lugar,
se evalud su estabilidad en fluido nasal
simulado (SNF), compuesto por 7,45 mg/
mL de NaCl, 1,29 mg/mL de KCly 0,32 mg/
mL de CaCl,-2H,0, con un pH ajustado a 6,5.
En segundo lugar, se realiz6 el estudio tras
la incorporacion de mucina tipo III al 0,1%
al SNF. En tercer lugar, se llevo a cabo un
estudio en medio de cultivo celular (DMEM).
En los tres casos, se analizo el cambio en
el tamano de particula y en el indice de
polidispersion (PDI) durante un periodo de
24 horas. Ademas, se evaluo la estabilidad
de las nanocapsulas después de 30 dias
de almacenamiento en suspension a 4°C.
Para todos los experimentos, se utilizaron
celdas del equipo ZetaSizer, que fueron

incubadas a 37°C con agitacion constante.
Se realizaron mediciones del tamano y
PDI en diferentes puntos de tiempo (0, 30
minutos y a 1, 2, 5y 24 horas) mediante
dispersion de luz dinamica (DLS), tal como
se describe en la seccion correspondiente
de “Caracterizacion Fisicoquimica de
Nanocapsulas”.

ENSAYO DE LIBERACION

Los estudios de liberacion in vitro de
bilastina se llevaron a cabo mediante
la incubacién de las nanocapsulas con
bilastina, asi como del sistema CS-
maleimida bilastina-SATA, en un volumen
final de 10 mL de fluido nasal simulado
(SNF) en una incubadora con agitacion
(Biosan Termo-Shaker TS-100C) a 37°C.
En diferentes intervalos de tiempo (30
minutos y a 1, 2,-5 y 24 horas), se tomo
1 mL de muestra y se reemplazé con
medio SNF fresco para mantener las
condiciones. Posteriormente, las muestras
se centrifugaron durante 5 minutos a
10.000 g y temperatura ambiente, y el
sobrenadante obtenido se analiz6 mediante
espectrofotometria UV a 273 nm.

Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como
media * desviacion estandar (DE) y media
+ error estandar de la media (SEM) para los
estudios de células. El analisis de datos se
llevo a cabo utilizando el software Microsoft
Excel® y GraphPad Prism v.6.01 software
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
USA).

Este enfoque estadistico permitié una
evaluacion rigurosa y detallada de los
datos recopilados, proporcionando una
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comprension clara de las tendencias y
variaciones observadas en los resultados
experimentales.

Resultados y Discusion
CONJUGACION DE QUITOSANO-MALEIMIDA

El CS es un biomaterial polimérico
altamente versatil que contiene grupos
amino (Sahoo y col., 2009), lo que amplia
las posibilidades de su implementacion
mediante diversas formas de conjugacion.
La evidencia ha demostrado la factibilidad
de su union con grupos maleimida,
los cuales contienen grupos tiol que
permiten un entrecruzamiento mediante
una adicion de tipo Michael, facilitando
asi la bioconjugacion del CS con diversas
biomoléculas (Martinez-Jothar y col.,
2018). Inicialmente, se evaluaron varias
proporciones de carga de CS:maleimida
(10:5, 10:4 y 10:2), y se obtuvieron
rendimientos muy diferentes en los tres
casos evaluados. Se concluy6é que el
empleo de la proporcion 10:2 resultaba
la conjugacion O6ptima, ya que no se
observaron diferencias significativas con
las otras dos proporciones evaluadas, los
cuales emplearon una mayor cantidad
de reactivos. Ademas, los valores de
rendimiento fueron mayores al emplear la
proporciéon antes mencionada (10:2) (Tabla
).

Tabla II.
Rendimiento post liofilizacion
de las 3 cargas utilizados

Ratio | Rendimiento (%)
10:2 54,5
10:4 27,3
10:5 39,7

Para confirmar la conjugacion
satisfactoria, los materiales se analizaron
mediante resonancia magnética nuclear
(RMN). El espectro tipico en la Figura
2a, presentdé una senal en 4,9 ppm,
correspondiente al proton anomérico, el
cambio quimico del proton del anillo como
senales superpuestas en 3,6-4,0 ppm, lo
que confirmé la presencia del resto de
glucosamina, mientras que el protéon del
anillo del grupo amino adyacente (H1)
aparecio en 3,2 ppm. También se observa
como el grupo metilo de la parte no
desacetilada del polisacarido se expreso
en 2,1 ppm. En la Figura 2b, se observaron
senales similares a las nativas senales del
CS y la presencia de nuevos picos a 3,5y
2,7 ppm, respectivamente, correspondiente
a los protones tipicos del resto maleimida,
como se ve en la Figura 2c, demostrando
la modificacion quimica del quitosano y
su conjugacion con el grupo maleimida
(Kumirska y col., 2010).

CONJUGACION DE BILASTINA-SATA

Se procedi6é a la conjugacion de la
bilastina con el propoésito de lograr su
unién covalente a un nanotransportador
basado en CS-maleimida, y los resultados
se detallan en la Tabla Ill. La determinacion
se efectu6 mediante analisis elemental,
revelando que la muestra correspondiente
a bilastina contiene grupos de nitrégeno,
carbono e hidrégeno. Por otro lado, en
la muestra de bilastina-SATA se observo
un incremento en la cantidad de carbono
y la aparicion de azufre, contenido en la
molécula del reactivo SATA, el cual no
estaba presente en la muestra inicial.

Este proceso de conjugacion confirma
exitosamente la unién de la bilastina al
nanotransportador a través del reactivo
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Figura 2. Espectros H1-NMR (400 MHz, D20) y picos de integracion de quitosano y maleimida
expresados en partes por millén (ppm), usando el cambio quimico de las resonancias del solvente
residual como referencia (D20: & = 4,80 ppm). A) quitosano B) quitosano-male

Tabla III.
Analisis elemental de las muestras
de bilastina y bilastina-SATA

Bilastina Bilastina-SATA
Nombre % Tiempu. ‘I:|E % Tiernpl::_ -!:iE
elemento | Retencién | elemente | Retencidn
Nitrogeno 7.665 0,817 6,064 0,817
Carbono 70,723 1,217 31,183 1,258
Hidrégeno 8,691 3,067 4,744 3,133
Azufre - 0,612 7,533

SATA, lo que sugiere la preparacion eficaz
de un sistema de transporte de farmacos
especifico y funcionalizado.

CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LAS
NANOCAPSULAS

Las nanocapsulas se prepararon
utilizando la técnica de desplazamiento

de solvente y su formacion se debe
principalmente a las interacciones ionicas
entre las cadenas de polimero cationico y
el nucleo oleoso cargado negativamente.
Se evaluaron los parametros criticos
que afectan el comportamiento de un
nanosistema, como su tamano, la carga
de superficie y el indice de polidispersion.
En el desarrollo de los nanosistemas se
emplearon surfactantes no iénicos como
el PEG-estearato 40, que ayuda a prevenir
la agregacion de particulas durante la
formacion del sistema (Singh y col., 2017)
y SGC, co-surfactante que proporciona
carga negativa y mayor estabilidad al
nucleo oleoso (Real y col., 2018). Como se
puede apreciar en la Tabla IV, el tamano de
particula estuvo en un rango de 190-230 nm
para las nanocapsulas de CS-bilastina 'y de
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Tabla 1V.

ANALISIS DE LA EFICIENCIA DE ASOCIACION

Caracterizacion de los nanosistemas por NTA,

indicando tamano (nm), desviacion estandar (SD) y

concentracion (particulas/mL)

En ambos casos se determind
de manera directa la cantidad de

- bilastina libre, obteniéndose una
TAMANO (nm) CONCFNTRACION asociacion de alrededor del 10%,
(particulas/mL) .. .
similar para ambas formulaciones.
Quitosano blancas| ., .o 1.9le+11 En el caso de la determinacién
. Ncs- - indirecta, determinada por UV-
Qu‘tosago'B‘laStma 162 + 41 1.60e+11 VIS se observé que la cantidad
Cs . P

- asociada seria mucho menor que

Quitosano- I luado de f di ta. si
maleimida blancas| 182 61 1.44e+11 0 evaluado de lorma direcia, Sin
Ncs embargo, se mantiene la tendencia
R de que el sistema de CS-bilastina
maleimida-bilastina- 109 + 41 2.60e+10 tiene una mayor asociacion tras la
-SATA Ncs rotura del nanosistema. Hay varios

290-320nm para las nanocapsulas de CS-
maleimida-bilastina-SATA y se corroboro la
presencia de un recubrimiento de quitosano
por presentar cargas superficiales positivas
debido a los grupos amina en la estructura
del CS. Los sistemas presentaron un
aumento de tamano de particula al llevarse
a cabo la asociacion del farmaco, lo que es
indicativo de la union exitosa del sistema al
farmaco por ambas técnicas.

El analisis por NTA demostro el tamano
de particula promedio de los sistemas,
como se ilustra en la Figura 3. Se observo
una leve disminucion en los tamanos de
particula (Tabla IV) en comparacion con los
resultados obtenidos mediante DLS. Esto
se debe a diferencias en las técnicas de
medicion, ya que los datos del ZetaSizer
se derivan del movimiento browniano de
las particulas en suspension, mientras
que en el NTA se utilizan caracteristicas de
dispersion de luz, lo que puede generar
lecturas ligeramente mayores.

factores a considerar para justificar
la diferencia en ambos métodos, como lo
es el hecho de que la bilastina haya podido
degradarse en el sobrenadante o bien que la
mezcla no se haya mantenido homogénea
en el tiempo, complicando la cuantificacién
real del farmaco no encapsulado. Esta
asociacion se determiné mediante UPLC
(Tabla V).
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Figura 3. Distribucion del tamano de particula por analisis
de seguimiento de nanoparticulas (NTA) de nanoparticulas de
quitosano
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Tabla V.

Caracterizacion fisicoquimica de las nanocapsulas de quitosano blancas, de quitosano
asociadas con Bilastina, de quitosano-maleimida blancas y de quitosano-maleimida
asociadas con Bilastina-SATA indicando el tamano (nm), el indice de polidispersion

(PDI), el potencial zeta (mV) y el % de asociacion (media + SD; n = 3)

Carga % Asociacion | % Asociacion
Nombre Tamano (nm) | PDI
(mV) UV-VIS UPLC
Quitosano blancas
207 + 21 0,26 11 £0,0 -
NCs
Quitosano Bilastina
237 + 21 0,22 14 + 0,1 26 +9 81,69 * 5,35
NCs
Quitosano-
maleimida blancas 270 £ 32 0,27 9+0,2 -
NCs
Quitosano-
maleimida Bilastina- 290 + 32 0,27 9+0,2 12 +9 16,60 £ 16,20
SATA NCs

CARACTERIZACION MORFOLOGICA

Se emplearon diversas técnicas
de microscopia para caracterizar los
nanosistemas. Las imagenes obtenidas
mediante microscopia FESEM (Figura 4A
y 4B) y STEM (Figura 4C y 4D) revelaron la
presencia de una poblacion de particulas con
morfologia redondeada, lo que confirma la
estructura esférica de las mismas. Ademas,
se observo una distribucion homogénea
de estas particulas, lo cual corrobora los
hallazgos obtenidos en los estudios de NTA
previamente realizados.

Estas observaciones morfolégicas
respaldan la uniformidad y la forma esférica
de los nanosistemas, aspectos cruciales
para su aplicacién en diversas areas,
incluyendo la nanomedicina y la entrega
de farmacos.
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Cy Quitosano O} Quitosnc-Bilssting

Figura 4. Imdigenes de SEM y TEM de los nanosistemas
elaborados (A) Nanocapsulas de quitosano-maleimida blancas,
(B) Nanoparticulas de Quitosano-maleimida-Bilastina-SATA (C)
Nanoparticulas de quitosano (D) Nanoparticulas de quitosano-
Bilastina-Sata
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ESTABILIDAD DE LOS NANOSISTEMAS

En el diseno de sistemas de liberacion
por via mucosa, la estabilidad de las
formulaciones es de suma importancia, ya
que refleja su comportamiento in vitro en
los medios biolégicos correspondientes.

Para evaluar la estabilidad de las
nanocapsulas, las formulaciones fueron
sometidas a liofilizacion en presencia de
trehalosa al 5%, seguido de su redispersion
en agua ultrapura. Como se muestra en la
Figura 5, se observo un ligero cambio en el
diametro de las particulas. El rendimiento
de produccion, calculado por la diferencia
entre el peso inicial y el peso tras el
proceso de liofilizacion, fue del 85% para
las nanocapsulas de CS vacias, 81% para
las nanocapsulas de CS-bilastina, 89%
para las nanocapsulas de CS-maleimida
vacias y del 26% para las nanocapsulas
de CS-maleimida Bilastina-SATA. Todas
las formulaciones conservaron su carga
positiva.

Asimismo, se evaluaron los mismos
parametros después de un mes de
almacenamiento en suspension, y se observo

que los sistemas mantuvieron su integridad
durante este periodo sin comprometer su
estabilidad como suspension ni la integridad
del sistema en si.

Estos hallazgos indican que las
nanocapsulas de CS liofilizadas pueden
conservar su integridad en forma soélida
tras la liofilizacién, sin comprometer su
estabilidad como suspension ni la integridad
del sistema, lo que sugiere su potencial para
aplicaciones en liberacién de farmacos por
via mucosa.

Asimismo, se realizé una evaluacion
de la estabilidad del sistema en diversos
momentos y en tres medios distintos,
como se describié anteriormente. Como
se ilustra en la Figura 6, se observo
un aumento significativo en el tamano
de particula al complementar el medio
SNF con mucina tipo IIl. Este aumento
podria atribuirse a la disminucion del
movimiento browniano de las particulas
debido a la mayor viscosidad del medio
en presencia de mucina. Esta interaccion
electrostatica entre las nanocapsulas de CS
cargadas positivamente y las moléculas de
mucina cargadas negativamente conduce
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== Quitosano blancas NCs
- 0.8 mm Quitosano Bilastina MCs
7504
E CQuitosano-maleimida
£ -06 __ ™= plancas NCs
p 0
= 2004 = Cuitosano-malemida
5 F04 W g ctina-SATA NCs
250 - 02
0- = 0.0
Lol 2 LR s o
I TE SHE S
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\-:f':‘ s ks \}‘? e} \}5:‘ s
= = = G

Figura 5. Estabilidad de nanocapsulas de quitosano (CS) tras liofilizacién. Las barras representan el
tamano (nm) y los puntos representan el indice de polidispersion (PDI) (media + SD; n = 3)
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Figura 6 . Estabilidad de nanoparticulas de quitosano (CS), Quitosano-Bilastina, Quitosano-Maleimida y Quitosano-
Maleimida-Bilastina-SATA en (A) medio celular DMEM suplementado hasta 24h, (B) FSN y (C) FNS+mucina. Las
barras representan el tamario (nm) y los puntos representan el indice de polidispersién (PDI) (media + SD; n=2)

a la formacion de complejos de proteina-
polisacarido. Ademas, este incremento
refleja la capacidad mucoadhesiva del
polimero quitosano, lo que podria prolongar
el tiempo de contacto del producto con
el sitio de accion mientras se libera el
contenido de los sistemas (Menchicchi y
col., 2014; Andueza y col., 2018; Vieira y
Andueza, 2018).

En el caso del medio celular, para
el sistema de CS-bilastina se observo
inicialmente un aumento en el tamano
de particula, indicativo de una ligera
aglomeracion, que disminuy6 con el
tiempo. Para el sistema de CS-maleimida-
bilastina-SATA, se observo inicialmente una
gran disminucion en el tamano de particula,
seguida de un aumento posterior. Este
fendmeno podria sugerir una ruptura de
cadenas, lo que podria facilitar la liberacion
de la bilastina del transportador.

EsTuDIO DE LIBERACION

El estudio de liberacion se llevé a cabo
utilizando fluido nasal simulado (SNF, pH =
6,5), mediante la cuantificacion del farmaco
liberado de las distintas formulaciones en
diferentes intervalos de tiempo (30 min, 1

h, 2 h, 3 h, 5 hy 24 h). Como observa en
la Figura 7, la liberacion del farmaco de
las nanocapsulas de CS que incorporaron
bilastina en su nucleo oleoso mostré una
rapida liberacion inicial durante las primeras
horas, seguida de una liberacion gradual
a lo largo de las 24 horas del estudio,
alcanzando un porcentaje cercano al 60%.
Esta liberacion se mantuvo relativamente
estable después de las 5 horas del ensayo.
Por otro lado, en el caso de las nanocapsulas
de CS-maleimida, en las cuales el farmaco
se asoci6 covalentemente al CS, se observo
una liberacion lineal a lo largo de todo el
proceso, con un incremento sostenido en
las dltimas horas. Tras 24 horas, se obtuvo

100 = +- Quiosano-Blastina NCs
.. Quitcsanc-maleimida
80+ Silastina-SATA NCs
'
2 .
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Figura 7. Perfil de liberacién acumulada in vitro de bilastina
y bilastina-SATA de sus respectivos sistemas (media + S.D.; n
= 3). CS: quitosano, NC: nanocépsulas
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valores de liberacion del farmaco superiores
al 40%. Estos resultados sugieren que estas
formulaciones podrian ser prometedoras
para el diseno de medicamentos con
perfiles de liberacion especificos o mixtos,
lo que podria contribuir a mejorar la eficacia
terapéutica.

Conclusiones

El diseno de los nanosistemas basados
en quitosano para la administracion de
farmacos antihistaminicos ha resultado
en una propuesta prometedora para el
tratamiento de la rinoconjuntivitis alérgica. En
este estudio, se caracterizo exhaustivamente
el sistema nanotransportador, confirmando
sus propiedades mucoadhesivas, 1o que
sugiere su capacidad para mejorar la
eficacia terapéutica al prolongar el tiempo
de residencia en la mucosa nasal.

La integracion exitosa de la bilastina
en los nanosistemas se logr6 mediante
conjugaciones quimicas eficientes entre
el quitosano y el ingrediente activo
farmacéutico, asegurando asi la estabilidad
y la biodisponibilidad del farmaco.
La preparacion de los nanosistemas
se llevé a cabo utilizando la técnica
adecuada, garantizando la uniformidad y la
reproducibilidad del proceso de fabricacion
para obtener un producto final de alta
calidad y eficacia.

Los estudios de asociacion demostraron
una carga eficiente de bilastina en los
nanosistemas, lo que indica una capacidad
de carga significativa y una potencial
mejora en la biodisponibilidad del farmaco.
Ademas, la evaluacion de la estabilidad
de los nanosistemas revel6 su capacidad
para conservar sus propiedades fisicas y

quimicas durante un periodo prolongado, lo
que respalda su idoneidad para aplicaciones
terapéuticas.

Los estudios de liberacion in vitro
demostraron una liberacion controlada
y sostenida de la bilastina desde los
nanosistemas, 1o que sugiere su potencial
aplicacion para el tratamiento de la
rinoconjuntivitis alérgica mediante la via
nasal.

En conjunto, estos hallazgos respaldan la
viabilidad y la efectividad de los nanosistemas
basados en quitosano como una estrategia
prometedora para la administracion de
farmacos antihistaminicos, ofreciendo
una alternativa eficaz y segura para el
tratamiento de esta enfermedad.
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