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1. RESUMEN

Los nanosistemas como vehiculos de farmacos son una apuesta de futuro a la
hora de administrar principios activos de forma controlada y dirigida. Sin
embargo, la estabilidad de éstos es uno de los principales desafios con los que
nos encontramos a la hora de llevar a cabo este tipo de terapias.

En este trabajo se abordan los aspectos fundamentales de la evaluacion de la
estabilidad quimica y coloidal de los nanosistemas de administracion de
farmacos, con el foco puesto en los poliméricos. Ademas, se repasan las

principales técnicas para mejorar su estabilidad.

Palabras clave: nanotecnologia, sistemas de liberacion de farmacos,

nanosistemas poliméricos, estabilidad.

2. ABSTRACT

Nanosystems as drug vehicles are a bet for the future when they are used for the
administration of active ingredients in a controlled and directed way. However,

their stability is one of the main challenges we encounter in these therapies.

In this review, the fundamental aspects of the evaluation of the chemical and
colloidal stability of drug delivery nanosystems are studied, with a focus on
polymeric nanosystems. In addition, the main techniques to improve stability are

reviewed.

Keywords: nanotechnology, drug delivery systems, polymeric nanosystems,

stability.



3. INTRODUCCION

3.1. NANOSISTEMAS POLIMERICOS PARA LA
VEHICULIZACION Y ESTABILIZACION DE FARMACOS.

La nanotecnologia se encarga del disefio, sintesis y aplicacion de materiales y
sistemas a través del control de la materia a nivel de nanoescala. Segun la
Iniciativa Nacional de Nanotecnologia (NNI), el tamafio de las estructuras
nanometricas debe estar en el rango de 1 a 100 nm, aunque comunmente se

incluyen todas aquellas de cientos de nandmetros que son fabricadas mediante

este tipo de tecnologia (Bayda et al., 2019).

Tabla 1. Principales dmbitos de aplicacion de la nanotecnologia.
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Aunque los nanosistemas tienen aplicacién en multitud de areas (ver Tabla 1),
éstos estan teniendo actualmente una gran importancia en el ambito
farmacéutico, sobre todo en lo que se refiere a su uso como vectores de
liberacion de farmacos, los denominados nanotransportadores, los cuales son
sistemas coloidales capaces de transportar agentes bioactivos, como farmacos
de bajo peso molecular, macromoléculas, material genético o proteinas (Pérez-
Herrero & Fernandez-Medarde, 2015). Estos sistemas permiten controlar la
farmacocinética de los farmacos (distribucion tisular y absorcion) a través de la
modificacion de sus propiedades fisico-quimicas, mejorar la administracion de
farmacos de baja solubilidad, controlar los perfiles de liberacion, dirigir una
sustancia a un tejido o célula especifico, evitando su degradacién prematura,
transportar farmacos a través de barreras bioldgicas, llevar a cabo terapias
combinadas, visualizar la biodistribucion de farmacos y leer en tiempo real la
eficacia in vivo de un agente terapéutico (Farokhzad & Langer, 2009; Chacko et
al., 2011).

Hasta la fecha, se han descrito nanotransportadores con diversas estructuras y
materiales (Figura 1). Cada uno de estos sistemas presenta sus propios
beneficios, pero este TFG se centra Unicamente en los nanosistemas
poliméricos. Estos transportadores son muy estables in vivo, tienen una
capacidad de carga de farmacos muy alta (incluyendo farmacos hidrofébicos) y
permiten una facil modificacion de sus caracteristicas fisicoquimicas y de sus
perfiles de liberacién (Kamaly N et al., 2012; Fernando C et al, 2013). Ademas,
las propiedades antimicrobianas, antitumorales o inmunoestimulantes innatas de
ciertos polimeros pueden amplificar los resultados terapéuticos (Niculescu A-G,
Grumezescu AM, 2021)
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Figura 1. Nanotransportadores mds utilizados entre los que destacan liposomas, particulas poliméricas y nanosistemas
de nanomateriales inorgdnicos. Reproducida con modificaciones con permiso de (Bariwal J et al, 2022).

Para la preparacion de este tipo de transportadores se pueden utilizar polimeros
naturales, sintéticos, semisintéticos o mezclas. Los naturales tienen como
inconvenientes su pureza variable y una estabilidad fisica en ocasiones
deficiente. Entre los mas usados encontramos el quitosano que presenta
actividad antimicrobiana, es mucoadhesivo, biocompatible y biodegradable, y
puede unirse a moléculas cargadas negativamente por interacciones
electroestaticas o0 puentes de hidrégeno. Otros polimeros naturales
frecuentemente utilizados son el almidén y el alginato que, ademas, forman geles

con cationes polivalentes. (Mercadante V et al., 2021).

En cuanto a los polimeros sintéticos, los mas utilizados son el &cido polilactico
(PLA), acido poliglicolico (PGA), y el acido poli- lactico-co-glicolico (PLGA). Estos
biopolimeros estan disponibles comercialmente para uso médico y han sido

aprobados por la FDA (Food and Drug Administration), siendo utilizados



ampliamente por sus propiedades favorables de biocompatibilidad vy
biodegradabilidad (Kamaly N et al., 2012).

La estabilidad de estos vectores de liberacion es uno de los aspectos criticos
para garantizar su seguridad y eficacia, por o que su conocimiento y las técnicas
de mejora de ésta es uno de los principales objetivos de estudio para su

aplicacion clinica.

3.2. ESTABILIDAD FARMACEUTICA.

La estabilidad se define como la medida en que un medicamento mantiene,
dentro de unos limites especificados, y durante su periodo de almacenamiento y
uso, las mismas propiedades y caracteristicas que poseia en el momento de su
fabricacion (Merino, 2022). La estabilidad de los productos farmacéuticos, en su
envase primario final, debe ser demostrada mediante el empleo de métodos
apropiados, denominados ensayos de estabilidad. Dichos ensayos estan
recogidos y unificados en las guias ICH (International Conference on

Harmonization).

Los nanomedicamentos pertenecen a una clase definida por la FDA como
productos farmacéuticos complejos y estan clasificados dentro de la guia ICH
como “new drugs products”, lo que justifica que la evaluacion de la estabilidad
de éstos presente desafios Unicos en comparacion con la de los medicamentos
convencionales (Weissig et al., 2021). Los ensayos de estabilidad de aplicacion
para los nanosistemas de vehiculizacion de farmacos estan recogidos en las
guias Q1A (R2), que incluye datos y recomendaciones de estabilidad necesarios
para el registro de nuevos farmacos o medicamentos, Q1C, que contiene los
datos que deben ser presentados cuando se pretende registrar una nueva forma
de dosificacién, es decir, una misma sustancia activa pero que va a ser
administrada de una forma diferente, y Q5C que recoge las pruebas de
estabilidad que se deben hacer a los productos biologicos o biotecnoldgicos, de
gran importancia en el caso de nanotransportadores dirigidos hacia dianas

terapéuticas (Muthu and Feng, 2009).



La falta de un marco regulatorio especifico para las nanoformulaciones ha
provocado importantes vacios en los requisitos necesarios para tener éxito
durante su aprobacion, especialmente con pruebas que demuestren su
seguridad y eficacia. El problema radica en que las ventajas que presentan los
nanosistemas son a su vez los principales desafios a la hora de realizar una
evaluacion de éstos. No obstante, hasta el afio 2022 se han aprobado por parte
de las principales agencias reguladoras (FDA Y EMA) 58 terapias que incluyen
nanoparticulas, siendo las méas exitosas las compuestas por lipidos y polimeros
(Ramos et al., 2022).

En la guia de la FDA sobre productos farmaceéuticos basados en nanotecnologia,
la cual también incluye los productos bioldgicos (Drug products, including
biological products, that contain nanomaterials. Guidance for industry. FDA. April
2022), se indica que dentro de los criterios a evaluar se deben incluir datos de
estabilidad quimica y fisica para obtener las condiciones de almacenamiento, la
vida media, los sistemas de envasado apropiados, y las condiciones de uso. Por
ello, en los siguientes apartados se describen los aspectos fundamentales de

dichas estabilidades.

3.3. ESTABILIDAD QUIMICA DE LOS NANOSISTEMAS
POLIMERICOS.

El proceso de degradacion de los polimeros se basa en la escision de la cadena
hidrolitica, durante la cual las cadenas de polimeros se rompen en oligdbmeros 'y,
finalmente, en mondmeros. Segun el tipo de polimero se puede diferenciar entre
materiales erosionables heterogéneos y homogéneos; la diferencia entre éstos
es que en los primeros la hidrélisis del polimero se limita a la superficie exterior,
y en los homogéneos la degradacién se produce a un ritmo uniforme en toda la

matriz polimérica (Alexis, 2005).

La degradacion del polimero esta estrechamente relacionada con la liberacion
del farmaco, ya que esta ultima se puede producir, en el caso de polimeros
biodegradables, por difusion a través de los poros de la matriz, por degradacion

o0 erosion del polimero, o por una combinacion de ambos (Miranda, 2020).



Aunque el factor mas influyente en la degradacion del polimero es su
composicion, que determina la hidrofilia de la matriz, hay otros factores que van
a intervenir, como el propio tamafio y forma de la matriz. Los sistemas
poliméricos més pequefios tienen una mayor area superficial en relacion a su
volumen, lo que permite una mayor exposicion de los grupos de terminacién y
bordes de la cadena polimérica a los agentes de degradacion y por tanto se
producira una mayor degradacién. Por el contrario, los de mayor tamafio tienen
una mayor cantidad de enlaces quimicos a lo largo de la cadena polimérica para
romper, por lo que la degradacion serd mas costosa (Hickey et al., 2015). Algo
similar pasa con la porosidad, ya que a mayor porosidad mayor area superficial
donde podra interaccionar el sistema con los agentes externos (Klose D et al,
2006).

Como norma general, los polimeros altamente cristalinos son menos propensos
a degradarse que los amorfos porque presentan una estructura mas ordenada y
menos porosa, lo que hace que sean menos permeables a moléculas que
puedan promover la degradacion, aunque hay ciertos desacuerdos entre
diferentes autores (Alexis, 2005). Ademas, varios articulos llegan a la conclusién
gue un aumento en el peso molecular reduce la tasa de degradacién (Jenkins &
Harrinson, 2008) (Dimassi et al., 2022).

Otros factores a considerar son el pH y la temperatura del medio de liberacion.
Tanto los medios alcalinos como los fuertemente acidos aceleran la degradacion
del polimero, sin embargo, hay controversia con los débilmente &cidos y los
neutros debido al proceso de autocatalisis por los grupos finales carboxilicos (Xu
et al.,, 2017). En cuanto a la temperatura, cuando ésta es superior a la
temperatura de transicion vitrea del polimero, la tasa de pérdida de peso es

drastica debido a la elevada degradaciéon (Alexis, 2005).

3.4. ESTABILIDAD FiSICA O COLOIDAL DE LOS
NANOSISTEMAS POLIMERICOS.

La estabilidad fisica o coloidal se refiere a la capacidad de los sistemas para

mantener sus propiedades fisicas y estructurales durante su almacenamiento y



posterior uso. Para establecer dicha estabilidad se deben realizar una serie de
ensayos que van a mostrar como es el cambio de determinadas caracteristicas,
como su tamafio, poli dispersion y agregacion, morfologia y carga superficial, a

lo largo del tiempo y cuando se les somete a diferentes condiciones.

El tamafio y forma de particula, y la distribucion de tamafo y la agregacion se
pueden determinar a través de dispersion dinamica de luz laser (DLS, Dynamic
Light Scattering), difraccion laser, y/o microscopia electrénica de barrido y
transmision (SEM y TEM). Cambios en el tamafio de particula o en la distribucion
de ésta son considerados problemas de estabilidad que pueden afectar a la
seguridad del sistema. Un incremento en el tamafio o en la distribucion suele
indicar agregacion, mientras que un descenso de éstos se relaciona con un

proceso de degradacion del polimero (Capan et al., 2021).

La carga superficial o potencial Z, que mide la magnitud de atraccién o repulsion
de carga entre particulas, se suele obtener utilizando la técnica de dispersion de
luz electroforética. Va a proporcionar informacién sobre la agregacion y
aglomeracion, asi como su interaccion con barreras biologicas. Un valor
relativamente alto, tanto positivo como negativo (x 30 mV), es importante para
una buena estabilidad fisicoquimica de la suspensién coloidal ya que las grandes

fuerzas de repulsion tienden a evitar la agregacion (Zielinska et al, 2020).

4. OBJETIVOS

- Realizar una revision bibliografica acerca de la evaluacién de la estabilidad,
tanto fisica como quimica, de los nanosistemas poliméricos usados como

vehiculos de farmacos.

- Analizar los principales retos que supone llegar a dicha estabilidad y las

posibles técnicas para mejorar ésta.

Con todo ello se pretenden unificar los criterios de diversos investigadores que
han analizado el tema para dar luz a uno de los principales retos que supone el
uso de estos sistemas “innovadores” ya que la bibliografia al respecto no es tan

extensa como para los sistemas de administracion convencionales.



5. METODOLOGIA

Se realiz6 una revision de la literatura sobre el tema, usando principalmente las
bases de datos PubMed y Google Académico, el idioma inglés, y las palabras

” 13 ” “

clave “polymeric nanoparticles”, “polymeric nanosystems”, “chemical stability”,
“colloidal stability”, “degradation”, “surface charge”, “z-potential”, “crystallinity”,
“molecular weight”. Fueron consultadas 53 publicaciones para la redaccién del

trabajo que estan incluidas en la bibliografia.

Ademas, se consultaron las paginas web de instituciones de referencia, tales

como las péaginas oficiales de la FDA, la EMA e ICH.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. EVALUACION DE LA ESTABILIDAD QUIMICA Y FiSICA DE
NANOSISTEMAS POLIMERICOS

La estabilidad de los nanosistemas en relacion con su degradacion y/o la
concentracion del farmaco incluido se ha convertido en un estandar para evaluar
la funcionalidad, calidad y eficacia de los mismos. Peltonen sefala la técnica
analitica de la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) como la méas
empleada para estos fines. Los resultados emitidos permiten visualizar picos de
los componentes de degradacién o impurezas y las pérdidas del farmaco. La
identificacion de dichos compuestos debera confirmarse con la ayuda de otras
técnicas analiticas como la cromatografia liquida, la espectrometria de masas,
la resonancia magnética nuclear (RMN) o la espectrofotometria infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR) (Peltoten, 2018). Los estudios de estabilidad
quimica no solo se centran en evaluar la funcionalidad del sistema final como
medicamento; sino que se valida también la estabilidad de los componentes

durante la elaboracién del sistema.

Asi, en un estudio reciente se evalué la estabilidad de los péptidos
antibacterianos Ib-M encapsulados en nanoparticulas poliméricas a base de
alginato y quitosano bajo diferentes valores de pH (2 y 11), temperaturas (4 y

100 °C) y proteasas (pepsina y tripsina). Bajo esta dinamica de trabajo, se



empled la espectrofotometria para determinar su estabilidad en correspondencia
con la actividad antimicrobiana del farmaco frente a E. coli. Los resultados de los
péptidos libres mostraron estabilidad frente a la temperatura y el pH, pero no
frente a las proteasas. Sin embargo, su inclusion en el sistema basado en

quitosano y alginato genero estabilidad frente a los 3 parametros (Osorio, 2022).

En cuanto a la evaluacion de la estabilidad fisica, como se ha comentado
anteriormente, las principales técnicas utilizadas para medir el tamafio de
particula, la distribucién y la morfologia son el DLS, la difraccién laser, y las
microscopias electrénicas, siendo la dispersion de luz electroforética la técnica

preferida para determinar la carga superficial (Capan, 2021).

En este sentido, en un estudio realizado por la Universidad de Sevilla se evalu6
la estabilidad in vitro e in vivo de diferentes formulaciones a base de
nanoparticulas poliméricas de &cido poli-(D,L-lactico-co-glicélico) (PLGA) como
nanotransportadores de venlafaxina en el sistema nervioso central. La superficie
de las nanoparticulas fue modificada con transferrina y un péptido especifico del
receptor de la transferrina para su direccionamiento. Como fluido bioloégico de
prueba se utilizé liquido cefalorraquideo sintético y se mantuvieron los
nanosistemas a una temperatura de 37 °C durante 24 horas. Se emplearon el
analisis de tamafio de particula e indice de polidispersion (IPd) como indicadores
de la estabilidad fisica de los nanosistemas. Todas las formulaciones
presentaron alta estabilidad en relacién al tamafio de particula e IPd durante el
tiempo de exposicion a las condiciones predefinidas. Estos resultados fueron
considerados como precursores o como medio de apertura para efectuar las

pruebas in vivo (Cayero, 2018).

No obstante, muchos autores consideran ambos tipos de estabilidad para validar
sus formulaciones. En este sentido, Ribeiro y colaboradores evaluaron la
estabilidad de nanocapsulas de poli(e-caprolactona) (PCL) cargadas con
hidroxitirosol durante 120 dias. Los autores evaluaron el diametro medio, el IPd
y el potencial Z utilizando DLS y dispersion de luz electroforética, siendo la
estructura superficial evaluada por medio de microscopia electrénica de barrido
de emision de campo. El ensayo de estabilidad indicé cambios significativos en
los valores de pH debido probablemente a la liberacion de grupos carboxilicos

gue aumentaron la degradacion del polimero y condujeron a la acidificacion del



medio. También se produjeron cambios en el tamafio medio con el tiempo lo que
se asocio con una aglomeracion de las nanoparticulas, aunque el potencial zeta
se mantuvo sin cambios, lo que indico una estabilidad coloidal a lo largo del
tiempo. Ademés, a pesar del cambio en el IPd, los valores se mantuvieron
aceptables por debajo de 0,3, lo cual indicO su idoneidad para su uso

farmacéutico (Ribeiro et al., 2023)

De forma similar, Lazzari y colaboradores evaluaron la estabilidad de
nanoparticulas poliméricas basadas en &cido polilactico (PLA) vy
polimetilmetacrilato (PMML). Para ello, éstas fueron sometidas a diferentes
condiciones que simulaban la ruta real al que un farmaco seria sometido dentro
del organismo. En este sentido, la estabilidad coloidal fue evaluada a 37 °C
durante 200 h en diferentes medios de almacenamiento, 60 horas en fluidos
bioldgicos y 48 horas en plasma y tejidos homogeneizados. En las soluciones de
almacenamiento, la distribucion de tamafios no varid para los dos tipos de
formulaciones, lo que demostrd su estabilidad en estos medios. En cuanto a los
fluidos simulados (saliva, jugo gastrico y fluido intestinal), el Unico cambio en
cuanto a aglomeracion se dio por parte de la formulacién de PLA en saliva. Con
respecto a los estudios en sueros y tejidos homogeneizados todos los sistemas
presentaron estabilidad en todos ellos a excepcién del PLA en el homogeneizado
de bazo, que presentdé una aglomeracién significativa. Segun los autores, la
mayor estabilidad mostrada por la formulacion basada en PMMA es debida a su
mayor potencial Z. En este mismo estudio también se llevo a cabo un analisis de
la estabilidad quimica, estudiando la degradacion de las nanoparticulas de PLA,
al no ser degradable el PMMA.. Para ello, se analiz6 la cantidad liberada de &acido
lactico mediante HPLC. Solamente se observé una ligera degradacion del 2y 4
% después de 14 dias en las soluciones de almacenamiento, no detectandose
trazas de acido lactico en fluidos gastrointestinales, suero u homogeneizados
después de 48-60 h (Lazari S, 2012).



6.2. TECNICAS DE ESTABILIZACION DE NANOSISTEMAS
POLIMERICOS

Las nanoparticulas en solucién en ciertas ocasiones representan sistemas
coloidales relativamente poco estables ya que éstas tienden a reducir su alta
energia superficial a través de la agregacion o aglomeracion. Por ello, la forma
mas eficaz de mejorar la estabilidad de las nanoparticulas es la incorporaciéon de
agentes estabilizadores sobre su superficie, que distinga las nanoparticulas
entre si y, por lo tanto, aumente su estabilidad (Madkour et al.,2019). El PEG y
la albumina se han utilizado comunmente para este fin (Aji Alex et al., 2017),
ademas de la polivinilpirrolidona (PVP), el alcohol polivinilico (PVA) o el

quitosano, entre otros (Javed et al., 2020).

De forma general, los dos mecanismos que se suelen utilizar para mejorar la
estabilidad coloidal son la estabilizacion electrostatica y la estabilizacion estérica.
La estabilizacion electrostatica es el mecanismo en el que las fuerzas atractivas
de van der Waals son contrarrestadas por las fuerzas repulsivas de Coulomb
gue actuan entre las particulas coloidales cargadas. La estabilizacion estérica de
los coloides involucra aditivos que se agregan al medio fluido para inhibir la
coagulacion de la suspension de particulas (Mo, 2016). La estabilizacién estérica
tiene numerosas ventajas sobre la electrostatica. En la estabilizacion estérica, la
repulsion entre particulas puede ser independiente de la concentracion de
electrolitos, ademas, dependiendo del polimero utilizado, la estabilizacién
estérica puede ser efectiva tanto en medios no acuosos como acuosos, cosa que
no ocurre con la estabilizacion electrostatica que es tipicamente aplicable solo
en soluciones acuosas. Ademas, la estabilizacidn estérica funciona en un amplio
rango de concentraciones coloidales a diferencia de la estabilizacion
electrostatica, que es mas efectiva solo a concentraciones mas bajas (Madkour
et al.,2019).

Otros enfoqgues que podrian usarse potencialmente para producir
nanosuspensiones autoestabilizadas incluyen el aumento del pZ, mediante la
adiccion de tensioactivos, electrolitos o por cambios en el pH, y el control de la
morfologia o las propiedades de superficie de las nanoparticulas para minimizar

las fuerzas entre particulas (Wu L et al., 2011). Para el control de la morfologia



varios autores hablan sobre la eficacia de la sintesis de nanoparticulas con
plantillas de polimeros, pues logran altos niveles de control sintético durante la
fabricacion (Madkour et al.,2019).

7. CONCLUSION

En general, los nanosistemas poliméricos favorecen la administracion de
farmacos de baja solubilidad, optimizan su liberacion y mejoran su distribucion
por el organismo. En muchos casos, la efectividad de los tratamientos aumenta

debido a sus propiedades antibacterianas, inmunoestimuladoras y antitumorales.

Como en todos los tipos de formulaciones, la evaluacion de la estabilidad es un
punto clave en su éxito y seguridad. En los nanosistemas poliméricos ésta puede
estar condicionada por el efecto de varios factores fisicoquimicos como el
tamafio de particula, su composicién, el tiempo y las condiciones de
procesamiento (pH, temperatura, enzimas, etc.), entre otros. Por ello, para
evaluar dicha estabilidad es comun medir diferentes parametros, como el pH, pZ,
IPd, o cambios de la estructura superficial, a lo largo del tiempo y en diferentes

condiciones.

Los principales métodos de estabilizacion se basan en la adiccion de un
estabilizante, aunque la eleccion de éste también presenta cierta dificultad. En
general, las estrategias que se suelen utilizar para mejorar la estabilidad coloidal
de estos sistemas se basan en su estabilizacion estérica o electroestatica. Otros
enfoques incluyen la modificacién del potencial Z y el control de la morfologia de

las nanoparticulas.
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