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Resumen

Los transportadores lipidicos nanoestructurados, también conocidos como NLC, son
sistemas nanométricos que dan solucion a los problemas de sus predecesoras, las
SLN, lo que ha hecho que hayan adquirido mayor relevancia. Son numerosos los
articulos que estudian su composicion y capacidad de carga de farmaco. A pesar de
este creciente interés, son practicamente inexistentes los articulos sobre su
conservacion. Mientras que para otro tipo de nanoparticulas se han identificado los
mejores procedimientos y condiciones para lograrlo, para las NLCs no es posible
encontrar un procedimiento de conservacion que se adapte a los objetivos de interés.
En este estudio se busca optimizar un procedimiento de secado que sirva como
referencia para este tipo de sistemas.

Para ello se lleva a cabo un proceso de liofilizacion, capaz de convertirlos en un
producto soélido. La etapa de congelacién puede ser rapida o lenta, por lo que en este
caso se realizan ambas para seleccionar la mejor. Ademas, es necesario afadir
crioprotectores para proteger a las nanoparticulas durante el proceso. Segun el tipo
y concentracién de crioprotector la eficacia del proceso varia, siendo necesario
analizar un conjunto de ellos a varias concentraciones.

Entre los pardmetros que permiten caracterizar este tipo de sistemas se usan el
tamafio de particula, indice de polidispersién y potencial Z. Los resultados que se
obtienen son introducidos en un software de inteligencia artificial, FormRules®. Con él
se modelizan las variables del experimento para conocer las condiciones mas
adecuadas para que los parametros varien lo menos posible, incluso si no son
evaluadas experimentalmente.

Una vez evaluados los datos, se puede conocer las mejores condiciones para realizar
el proceso de liofilizacion. Este estudio demuestra que la liofilizacion es eficaz para
conservar los NLCs, sin embargo, debe realizarse bajo unas condiciones
determinadas. Los NLCs que mejor mantuvieron sus propiedades inicales fueron
aguellos sometidos a una congelacion rapida. Con respecto al crioprotector el uso de
trehalosa o glucosa a concentraciones bajas fueron las que menor incremento de

tamafio de particula, indice de polidispersién y potencial Z experimentaron.



Nanostructured lipid carriers, also known as NLC, are nanometric systems that solve
the problems of their precursors, SLN, what has made them more relevant lately. There
are numerous articles that study its composition and drug loading capacity. Despite
this growing interest, articles about its conservation are practically non-existent. While
for other types of nanopatrticles the best procedures and conditions to achieve this have
been identified, it is not possible for NLCs to find a conservation procedure that suits
the objectives of interest. Therefore, this study seeks to optimize a drying procedure
that serves as a reference for this type of systems.

To achieve this, a lyophilization process is carried out, able of turn them into a solid
product. The freezing rate can be fast or slow, so in this case both are done to select
the best one. In addition, it is necessary to add cryoprotectants to protect the
nanoparticles during the process. Depending on the type and concentration of
cryoprotectant, the effectiveness of the process varies, being necessary to analyze a
set of them at various concentrations.

Among the parameters that allow the characterization of this type of systems, the
particle size, polydispersity index and Z potential are used. The results obtained are
introduced in an artificial intelligence software, FormRules®. The variables of the
experiment are modeled to know the most adequate conditions so that the parameters
change as little as possible, even if they are not evaluated experimentally.

Once the data have been evaluated, it is possible to know the best conditions for
freeze-drying. This study demonstrates that lyophilization is effective in preserving
NLCs, however, it must be done under certain conditions. The NLCs that best
maintained their initial properties were those exposed to rapid freezing. The use of
trehalose or glucose at low concentrations got the lowest increase in particle size,

polydispersity index and Z potential experienced.
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Introduccidn

La nanomedicina puede suponer una innovadora linea en el desarrollo de nuevas
formulaciones para el tratamiento de diversas enfermedades ya que, entre otras
cosas, gracias a su tamafo puede penetrar en las células dafiadas (1).

El principal objetivo de la nanomedicina es conseguir atravesar las barreras celulares
para conseguir una cesion y retencion del farmaco 6ptimas para las necesidades del
tratamiento. Con ello, se busca un nivel terapéutico durante un tiempo lo
suficientemente prolongado (2).

Se conoce como nanoparticula a una particula coloidal submicrométrica (<1um)
fabricada con polimeros de origen natural (alginato, albimina) o sintéticos (PLA) (1).
Otros compuestos que se utilizan son, por ejemplo, los lipidos o la silice (2).

Las nanoparticulas tienen el objetivo de incrementar la solubilidad y controlar la cesion
para disminuir la toxicidad y el nUmero de administraciones (3).

Segun su composicidén pueden ser de dos tipos, nanoparticulas poliméricas y lipidicas.
Las nanoparticulas poliméricas se preparan a partir de polimeros hidrofilicos sintéticos
o naturales. El caracter hidrofilico de la estructura ayuda a que sea mas soluble en
agua y menos sensible a la degradacion enzimética. El farmaco puede colocarse en
distintas zonas de la estructura quedando encapsulado, atrapado o adsorbido sobre
la superficie del polimero (4). En este grupo se encuentran las micelas (5), los
dendrimeros (6), las formadas por compuestos inorganicos como silice u oro (2, 7),
los nanotubos de carbono (7) o los polimerosomas (6).

Al igual que las poliméricas, las nanoparticulas lipidicas pueden ser de distintos tipos:
liposomas (2), niosomas, nanoemulsiones (6) y las particulas lipidicas sélidas.

Estas ultimas, conocidas como Solid lipid nanoparticles (SLN), se forman con lipidos

sélidos. Presentan una eficacia de encapsulacion de farmacos baja debido a la
elevada cristalinidad de los lipidos sélidos, lo que causa que, a largo plazo, el farmaco
sea expulsado de la particula (8).

Los Nanostructured lipid carriers (NLC) son modificaciones de los SLN de reciente

incorporacion. Estan formados por lipidos sélidos y liquidos (8).
Presentan una menor cristalinidad que los SLN, mayores defectos en la matriz y menor

densidad de empaquetamiento lipidico. Por ello, su capacidad de encapsulacion y



estabilidad son mayores. Otro factor importante es que pueden ser fabricados usando
lipidos endogenos o similares a los del organismo (8). Sus matrices pueden incorporar
mayor cantidad de farmacos lipofilicos, la expulsion durante la encapsulacién es
minima, permiten utilizar una variedad de surfactantes mas amplia y presentan una
mejor cesion del farmaco (3). Su capacidad de transporte es elevada y experimentan
menor degradacion.

Como el numero de ventajas de este tipo es mucho mayor, estan siendo objeto de
estudio para el desarrollo de nuevas terapias (3).

Entre los factores a tener en cuenta para su disefio estan: la via de administracion, las
propiedades del farmaco, la carga necesaria (9), la biocompatibilidad del material y su
toxicidad (2). Ademas, es posible colocar sobre la superficie de la estructura
inmunomoduladores y anticuerpos monoclonales, para hacer mas especifica la unién
al sitio de interés (9).

Para saber si se esta realizando correctamente el proceso de formacién de las
nanoparticulas se realizan un conjunto de ensayos para su caracterizacion: eficacia
de encapsulacion, potencial Z, andlisis FT-IR, cesion in vitro... (8).

Las nanoparticulas, una vez son introducidas en el organismo, van a tener que superar
las distintas barreras biolégicas para alcanzar su diana (10).

Su pequefio tamafio es una ventaja, ya que son capaces de atravesar la pared de los
capilares sanguineos. La absorcion se puede producir mediante distintos mecanismos
como transporte intracelular o paracelular (10). También van a poder experimentar
transcitosis (11) y endocitosis (5).

Por otra parte, segun como se disefie la nanopatrticula es posible dirigirlas a distintas
zonas mediante lo que se conoce como vectorizacién (control de la distribuciéon). La
vectorizacion puede producirse mediante transporte pasivo, que consiste en obtener
unas caracteristicas fisicas concretas que modifiquen el paso por sangre. Un ejemplo
de esto seria una permeabilidad y retencibn mejoradas (Enhanced permeability and
retention, EPR) que aprovecha el mayor flujo de sangre y permeabilidad en la zona de
una zona afectada para introducir mayor cantidad de farmaco. Por otra parte, la
vectorizacion activa consigue alcanzar la diana mediante la funcionalizacion de las
nanoparticulas con ligandos superficiales, o que mejora la concentracién de farmaco

en la zona de interés al darse una union especifica entre ambas estructuras (10).



Las nanoparticulas también van a encontrar problemas en su paso por el organismo.
Entre ellos el sistema reticulo endotelial (RES) que capta rapidamente las
nanoparticulas que se encuentran en circulacion mediante macrofagos (10) y acaban
en bazo, pulmones o médula 6sea (11). Otras barreras a superar serian la matriz
extracelular, la membrana celular, las bombas de eflujo o la degradacion lisosomal
(10).

Existen casos donde la captacion de las nanoparticulas por el RES puede ser de
utiidad. Aunque normalmente se evita, ya que elimina de la circulacién a las
nanoparticulas, la captacion por los macréfagos seria de interés para actuar sobre los
patdgenos intracelulares que infectan a los macréfagos. La tendencia de los
macréfagos a captar las nanoparticulas por endocitosis incrementaria la concentracion
de éstas en su interior y reduciria la aparicion de efectos sistémicos (5).

El farmaco dentro de la nanoparticula se cede en la matriz celular por distintos
mecanismos como difusion, erosion, degradacion o hinchamiento entre otros (5).

Las nanoparticulas presentan cierto grado de toxicidad que debe tenerse en cuenta y
que puede ser un factor limitante para su uso. Las diferencias entre los distintos
sistemas en cuanto a tamafio de particula, forma, superficie y grado de captacion por
macrofagos pueden tener un efecto notable en la toxicidad (12).

La superficie de la nanoparticula interacciona con proteinas plasmaticas, células y
macréfagos causando procesos de adhesion, crecimiento y diferenciacion. Cuando
interacciona con la membrana puede producir iones que generan estrés oxidativo, que
incrementa la concentracion de radicales libres de oxigeno (ROS) que interaccionan
con el ADN, causando dafio en su estructura y desembocando en muerte celular o
mutagénesis (12).

Otras formas de causar toxicidad son: el incremento de la concentracion de TNF-a e
interleuquinas; el dafio en el citoesqueleto dificultando el transporte y la division
celular; el dafio en mitocondria alterando el metabolismo; la modificacion de proteinas
de membrana alterando el transporte; el cambio del metabolismo o la promocion de
mediadores de la inflamacion (12).

Teniendo en cuenta todas las ventajas que ofrecen resultan una potencial linea de
investigacién a la hora de crear formulaciones mas eficaces en el tratamiento de

enfermedades.



- Liofilizacion y crioprotectores

En general, las nanoparticulas lipidicas se formulan en solucién acuosa. La presencia
de agua puede dar lugar a procesos que originan una inestabilidad fisica, como la
agregacion de particulas, o quimica, experimentando degradacion hidrolitica o cesiéon
de farmaco durante el almacenamiento (13). Ademas, el ambiente acuoso también
favorece la contaminacion microbiana (14).

Uno de los procedimientos habituales para la obtencién de nanoparticulas en estado
sélido es la liofilizacién (13, 14).

La liofilizacién es un proceso de deshidratacion que consiste en la eliminacion de agua
a partir de una muestra congelada mediante sublimacion y desorcion (15). Este
proceso consta de tres etapas: congelacién, desecacidn primaria y desecacion
secundaria. En la desecacién primaria se sublima el agua previamente congelada,
mientras que la secundaria se evapora el agua residual (13).

Una vez realizada la liofilizacion, el producto en estado seco debe cumplir un conjunto
de caracteristicas (13). Es necesario que el proceso no modifique las propiedades
iniciales de las nanoparticulas, como el tamafio de particula o el contenido en farmaco
(15) y, ademas, que el producto final presente otras caracteristicas en valores
adecuados como un tiempo de resuspension corto (13) o estabilidad a largo plazo
(15).

Sin embargo, durante la liofilizacién se somete a las nanoparticulas a un gran estrés
(15) que puede condicionar su estabilidad y propiedades. Esto ocurre debido a que
durante la congelacion se forman dos fases: una fase de hielo y otra de una
suspension con los componentes de la formulacion. Los componentes de la
formulacién se encuentran muy concentrados en esa fase, por lo que es mas facil que
ocurra una agregacion. Ademas, el hielo formado ejerce un estrés mecéanico que
afecta a las nanopatrticulas (13).

Para evitar estos efectos se incorporan crioprotectores, excipientes capaces de formar
una matriz alrededor de las nanoparticulas que las protege del hielo y las inmoviliza,
dificultando su agregacion (13, 15, 16). Normalmente, son azucares que interaccionan
con las nanoparticulas mediante enlaces de hidrogeno, manteniéndolas en un estado
pseudohidratado que las protege de la deshidratacion durante la desecacion. (17)

Estos azUcares se suelen elegir también por ser qguimicamente inocuos o0 poco téxicos



(13), biodegradables y de bajo coste (17).

Otra de sus caracteristicas es su capacidad de alterar la temperatura de transicion
vitrea de la formulacion y congelarse a la temperatura de eutexia favoreciendo la
solidificacion de toda la muestra (13, 15).

La eleccion del crioprotector y su concentracion adecuadas para cada formulacion
debe realizarse cuidadosamente para conseguir un liofilizado lo mas estable posible
(15). Entre los azlcares candidatos como crioprotectores se encuentran: la trehalosa,
la sacarosa, la fructosa, la glucosa (13), el manitol, la maltodextrina (15) o la lactosa
en concentraciones entre un 2-10 % (18).

Otro de los factores que pueden condicionar el resultado del proceso es la velocidad
a la que se lleva a cabo la liofilizacion (13, 15).

Se pueden distinguir en este caso dos tipos: liofilizacion rapida vy liofilizacion lenta. La
diferencia entre ambas es el tiempo de congelacion, que puede ser rapido mediante
la inclusion de la muestra en nitrégeno liquido, o lento, introduciendo la muestra a
-80°C.

Existe informacién contradictoria acerca del método méas adecuado (13,15). Algunos
autores afirman que el uso de una elevada concentracion de crioprotector y una
liofilizacion réapida son los adecuados (13), mientras que otros no consiguieron
resultados satisfactorios en estas condiciones Yy observaron alteraciones

considerables con respecto a sus propiedades iniciales (14).
- Herramientas de Inteligencia Atrtificial

Durante el proceso de formulacion existen muchas variables que influyen en el
producto final, pero que en ocasiones resultan dificiles de identificar y controlar. Para
interpretar los resultados de la mejor forma, es posible modelizar los datos mediante
el uso de Redes Neuronales Artificiales (ANN, Artificial Neural Networks) (19).

Las ANNs son modelos mateméaticos generados por programas informaticos, cuyo
funcionamiento se inspira en las redes neuronales que se establecen en el cerebro
(20).

Las ANN son capaces de modelizar bases de datos constituidas por variables y
parametros resultantes de un procedimiento experimental, dando lugar a lo que se
conoce como un modelo en caja negra. Si este modelo experimental es de la calidad

suficiente, sera capaz de predecir adecuadamente el resultado de la combinacion de



variables sobre los resultados del proceso, tanto las previamente ensayadas como las
gue nunca se experimentaron. Sin embargo, el hecho de lo modelos de ANN sea en
caja negra dificulta la comprension de la influencia de cada una de las variables sobre
el resultado del proceso. La combinacion de las ANN con la légica difusa (FL, Fuzzy
logic) facilita este trabajo. La aplicacion de l6gica difusa permite la transformacion del
modelo en un conjunto de reglas con estructura SI...ENTONCES (21). Esta
conversion en lenguaje permite un mejor entendimiento de lo que ocurre durante el
experimento y un mayor conocimiento de la influencia de una variable inicial sobre el
producto final. De esta forma se evita la realizacion de un nimero elevado de muestras
para determinar la opcién mas viable y se agiliza el proceso (19).

La inteligencia artificial puede resultar de gran utilidad en el ambito farmacéutico.
Facilita la interpretacion de los datos experimentales, haciendo posible, de forma méas
sencilla y rapida optimizar la elaboracion y dosificacién de los medicamentos (20).
Ademas, permite conocer cOmo las distintas variables del proceso acaban
repercutiendo en el producto final y lo que supondria una modificacion de sus valores.
Una vez que se conocen con exactitud todos los parametros criticos, se selecciona la
mejor combinacién posible reduciendo el nimero de pruebas a realizar. Esto supone

un ahorro en tiempo y costes junto con una formulacién mucho mas eficaz (19).
Objetivos

Este trabajo tiene como objetivo establecer unas condiciones Optimas para la
obtencién de NLC en estado seco.

Para ello se procederda a la formulacion de los transportadores lipidicos
nanoestructurados, se ensayaran diversos crioprotectores a distintas concentraciones
y diferentes condiciones de liofilizacion, se evaluaran las caracteristicas iniciales de la
formulacién y las finales tras la resuspensién del producto liofilizado.

Los resultados obtenidos deben permitir determinar, mediante inteligencia artificial, las
condiciones mas adecuadas para minimizar las diferencias entre los NLC en

disolucion y los productos liofilizados resuspendidos.

Materiales y métodos



- Materiales

Acido oleico como lipido liquido; Precirol ATO5® (obtenido de Gattefosé SAS, Francia)
como lipido sélido; lecitina (Epikuron 145V®, Cargill, USA) como tensoactivo; agua

Mili-Q (Millipore Ibérica, Spain) y Tween® 80 (Sigma-Aldrich, USA) como tensoactivo.
Se usaron como crioprotectores, trehalosa (D-(+)-trehalose dihydrate de Sigma
Aldrich, USA), fructosa (D-(-)-fructosa de Sigma Aldrich, USA), lactosa y glucosa (D-
glucose anhydre de Fisher Scientific, Reino Unido).

- Preparacion de NLC

Se preparé una fase oleosa a partir de 225 mg de ac. oleico (lipido liquido) y 75 mg

de lipido sdlido (Precirol AT05®) en un Falcon.

En otro Falcon se preparo la fase acuosa con 1,5 mg de lecitina

(Epikuron 145V®) y 10 mL de Tween® 80 al 1,9% (p/v, diluido
previamente con agua Mili-Q).

Se colocan ambas preparaciones en un bafio termostatizado
(Reype Thermostatic bath) a 80°C durante cinco minutos. A

continuacion, se afade la fase acuosa sobre la oleosa y se

homogeneiza (IKA T25 digital ULTRA TURRAX®, Alemania) a
14.800 rpm durante diez minutos.

Fig 1. NLCs en
membrana de
minutos y se mantiene en nevera. dialisis con

agitacion

La suspension se agita manualmente en bafio de hielo durante 2

La suspension obtenida se introduce en una membrana de dialisis

(Spectra/Por® 3 Dialysis Membrane MWCO 3.5 kD, Fisher Scientific, USA) para
eliminar aquellos restos de reactivos que no se hayan incorporado a las
nanoparticulas. La didlisis se mantiene con agitaciéon en placa agitadora (Magnetic
Stirrer SBS, Steinger Systems, Polonia) durante 24 horas (Fig. 1). Las NLC dializadas
se caracterizan en cuanto a tamafio de particula, indice de polidispersion (Pdl) y

potencial zeta.



- Liofilizacion

Se eligieron cuatro crioprotectores: trehalosa, fructosa, lactosa y
glucosa. En tubos Eppendorf, se colocaron 2 mL de la
formulacion dializada con los crioprotectores en estado sélido en
cantidades adecuadas para alcanzar concentraciones de 2,5, 5,
10, 15y 20% y se homogeneizaron hasta no apreciar azucar en
estado solido. Una vez que se realizo el proceso con cada uno
de ellos se congelaron mediante congelacién lenta o rapida.

La congelacion lenta se llevd a cabo

introduciendo el Eppendorf en el congelador Fig 2. Muestra

de NLC

de -80°C durante 24h, pasadas las cuales, o
liofilizada

se introdujeron en el liofilizador (Liofilizador
Telstar LyoQuest Plus -85 °C, Telstar) con
bomba de vacio (Telstar 2G-6) otras 24h.

La congelacion rapida se realizé mediante inmersién en nitrégeno

liguido e inmediata introduccion en el liofilizador. El tiempo y

Fig 3. Solucion condiciones de liofilizacién son las mismas que en el caso de la
de liofilizado
resuspendido en
sonicador (Fig. 2)

congelacion lenta. Una vez liofilizado se obtiene un sélido blanco

El liofilizado (50 mg) se resuspende en 10 mL de agua Mili-Q. Se
agita manualmente hasta no apreciar restos del sélido y mediante sonicador 30
segundos (Sonicador 700 W Sonic Dismembrator Fisher Scientific) con una potencia
gue oscila entre 12-17 W. (Fig. 3)

-Caracterizacion de las NLC dializadas y del liofilizado

resuspendido
Las NLC dializadas y las obtenidas tras la resuspension del liofilizado, se
caracterizaron en cuanto a tamafio de particula, potencial Z e indice de polidispersion

mediante un Zetasizer Nanoseries Nano ZS (Malvern Instruments, UK).
Un mililitro de formulacion diluida con agua Mili-Q (1/1000) y homogeneizada se

10



introdujo en una cubeta de poliestireno, para medir los parametros en el Zetasizer
Nanoseries Nano ZS a 25°C y con un tiempo de equilibrio de 20s.

El tamafio de particula y el Pdl se determinaron mediante espectroscopia de
correlacion de fotones (15). Para el potencial Z se us6 una cubeta especifica que
permite aplicar un campo eléctrico realizando una microelectroforesis de laser
Doppler. Esto causa el movimiento de las nanoparticulas a una velocidad que se
relaciona con su valor de potencial Z (21).

Las determinaciones se realizaron por duplicado.

- Modelizacion mediante Herramientas de Inteligencia Artificial

Se elabordé una base de datos con los resultados de la caracterizacion de los NLC

(Tabla 2). La modelizacién se llevé a cabo mediante el software FormRules® v4.03
(Intelligensys Ltd, UK), que combina ANN con l6gica difusa.

Para entrenar el programa se usan un conjunto de parametros que vienen recogidos

en la Tabla 1.
FormRules: Informe de entrenamiento
Numero de Densidades Establecidas 2
Densidades Establecidas 2 3
Minimizacién de Riesgo Estructural SRM C1=0.80 C2=4.80
Nodos Adaptados TRUE
Max. Inputs Por SubModelo 4
Max. Nodos Por Input 15

Tabla 1. Parametros que utiliza el programa como tipo de algoritmo (SRM Structural Risk Minimization),

el nimero de inputs, nudos o el criterio de seleccion.

Para modelizar el procedimiento se utilizan dos variables (inputs) nominales, el tipo de
crioprotector (TC) y la velocidad de congelacion (V), y una numeérica, la concentracion
de crioprotector ([CRIO]). Con ellas, se modelizan tres parametros (outputs):

incremento de tamafio de particula, de indice de polidispersién y de potencial Z.

Con el uso de ANN y FL se obtienen reglas con estructura SI...ENTONCES, que

permiten conocer la repercusion de las variables sobre los parametros de interés.

11



La calidad de los modelos

La calidad del modelo se evalla mediante el andlisis de varianza (ANOVA) y el
coeficiente de determinacion. EI ANOVA permite conocer si existen diferencias
estadisticamente significativas entre lo obtenido a nivel experimental y lo que el
modelo predijo (19). Si la f computada es mayor que la f critica para los mismos grados
de libertad, las diferencias entre los valores experimentales y los predichos por el

modelo no son significativas.

El R?, o coeficiente de determinacioén, permite conocer la predictibilidad del modelo en

porcentaje. Para calcular el valor de R? se utiliza la siguiente ecuacion (21):
RP=1]1- E (yi — _w"}-’.-"z (yi —yi")* | = 100%
i=1 i=1

Yi corresponde al valor obtenido a nivel experimental. Yi' hace referencia al valor que
predijo el modelo. Por su parte, Yi” es el valor medio de la variable dependiente. Si el

R? es mayor del 70% indica que la variabilidad entre ambos es aceptable (21).

Con los resultados del ANOVA vy los valores de R?, podemos saber que el modelo es

adecuado en cuanto a predictibilidad y significancia (21).

Resulta fundamental la observacion de las reglas obtenidas por el modelo. Las
variables en las que se va a basar el modelo (velocidad de congelacién, tipo y
concentracion de crioprotector) se clasifican segun su valor en bajo, medio o alto. Los
parametros que van a caracterizar la formulacién (incremento de tamafo de particula,
incremento de Pdl e incremento de potencial Z) se agrupan en bajo o alto. Ademas,
cada uno se acompafia de lo que se conoce como grado de pertenencia. Este grado
de pertenencia va de 0 a 1. Cuanto mas préximo a 1, mayor pertenencia al grupo. Este
valor permite saber lo similar que es esa clasificacion de bajo o alto al valor numérico

obtenido. Este concepto se puede entender mediante la imagen de la Figura 4.
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Fig. 4. Representacion del grado de pertenencia correspondientes a cada concentracion de
crioprotector para el parametro incremento de tamafio de particula. El eje X representa concentraciones
de crioprotector utilizadas, entre 0 y 20%. El grado de pertenencia es representado en el eje Y, con
valores de 0 a 1. La zona de interseccién de ambas lineas marca la clasificacion de la concentracion
de crioprotector en baja o alta.

Mediante gréficas, se puede establecer los aspectos de la formulacion que mas

influyen a la hora de obtener un resultado concreto y observar relaciones entre las

variables de inicio que crean submodelos

Resultados y discusion

Los transportadores lipidicos nanoestructurados son considerados como
formulaciones recientes en el ambito de la nanomedicina. Surgieron como solucion al
problema de las SLN de ser incapaces de introducir en su interior una cantidad de
farmaco que pudiera ser efectiva. Al afiadir un lipido liquido la matriz resulta mas
irregular, lo que mejora la estabilidad del sistema y permite introducir una mayor
cantidad de farmaco que sus predecesoras (14). Estas caracteristicas supusieron una
mejora que ha causado el incremento cada vez mayor del nUmero de investigaciones
gue estudian estos transportadores. Este hecho también ha supuesto el

descubrimiento de nuevas aplicaciones, como el bloqueo de las bombas de eflujo (14).
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Por sus caracteristicas fisicoquimicas resulta muy util su aplicacion para farmacos con
una biodisponibilidad oral reducida, como es el caso de la rifabutina. Este tipo de
farmacos suelen ser aquellos pertenecientes a la clase Il y IV del Sistema de
Clasificacion Biofarmacéutica o los de naturaleza proteica y peptidica, solucionando

asi problemas de solubilidad y permeabilidad (24).

- Caracterizacion de los NLCs en suspension acuosa

Con el procedimiento que se disefid y optimiz6 previamente en nuestro laboratorio
para la elaboracion de los transportadores lipidicos nanoestructurados de rifabutina,
las nanoparticulas obtenidas presentaron un tamafo de particula de 140,3745,35 nm,
un Pdl de 0,29+0,04 y un potencial Z de -26,78+£2,66 mV.

Estos valores resultan adecuados para la aplicacion que se pretende. Particulas con
un tamafio entre 120 y 200 nm son capaces de evadir la filtracién producida por el
higado y el bazo, evitAndose de esta forma la eliminacion prematura de la formulacion
(25). Segun la via de administracion, es importante que los NLCs no sobrepasen un
determinado tamafio de particula para no perjudicar la efectividad del tratamiento. El
rango de tamafio mas adecuado debe ser seleccionado segun la zona de
administracion (23).

El Pdl indica la dispersion de tamafio de particula del sistema. Valores proximos a 0
son indicativos de sistemas monodispersos. Se consideran adecuados los valores de
Pdl inferiores a 0,3 para para mantener la estabilidad.

El potencial Z es aceptable cuando sus valores rondan los 30 mV o los 20 mV si la
formulacién contiene tensoactivo, para asegurar que las nanoparticulas tarden mas
tiempo en agregarse (26).

El procedimiento de elaboracion de los NLCs se basa en el optimizado por Rouco et
al (21). En el estudio, se modifican las condiciones de elaboracion hasta obtener unos
resultados determinados. Estas condiciones se replican en este trabajo, consiguiendo
valores similares para los parametros de interés, es decir, tamafo de particula, Pdl y
potencial Z. Con ello se confirma la robustez del procedimiento realizado.

Este desarrollo supone una mejora con respecto a los NLCs obtenidos por otros
autores como Mendes et al (26) y Quiang et al (28) en lo que respecta al tamafio de

particula y Pdl, alcanzandose unos valores menores en estos dos parametros
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Tamarfo

TIPO [CRIO] : POT z APOT Z
Y, medio PDI AT (nm) | APDI
CRIO % (mV) (mV)
(nm)

BLANCO 0 Lenta | 216,65 0,46 -31,70 78,05 0,2 -7,15
TREHALOSA 2,5 Lenta | 198,13 0,43 -28,16 61,16 0,16 1,83
TREHALOSA 5 Lenta | 178,83 0,35 -27,04 41,70 0,08 -0,08
TREHALOSA 10 Lenta | 180,88 0,42 -29,56 46,74 0,15 -2,61
TREHALOSA 15 Lenta | 185,16 0,46 -29,29 48,03 0,21 -2,25
TREHALOSA 20 Lenta | 191,44 0,57 -25,26 55,31 0,30 3,14

FRUCTOSA 2,5 Lenta | 202,66 0,43 -28,04 61,97 0,20 0,77

FRUCTOSA 5 Lenta | 198,61 0,44 -28,26 61,76 0,20 3,43

FRUCTOSA 10 Lenta | 232,03 0,49 -25,04 95,17 0,30 5,37

FRUCTOSA 15 Lenta | 232,33 0,57 -28,18 92,61 0,27 -1,16

FRUCTOSA 20 Lenta | 297,01 0,76 -27,86 157,31 0,49 -0,40

LACTOSA 2,5 Lenta | 219,58 0,45 -27,26 55,17 0,18 1,05

LACTOSA 5 Lenta | 188,71 0,43 -28,58 46,29 0,22 -0,66
LACTOSA 10 Lenta | 196,81 0,50 -30,66 54,39 0,23 -0,30
LACTOSA 15 Lenta | 198,11 0,64 -29,73 55,69 0,38 -0,41
GLUCOSA 2,5 Lenta | 201,83 0,41 -27,03 61,89 0,10 -0,04
GLUCOSA 5 Lenta | 211,83 0,46 -27,34 74,51 0,19 0,01
GLUCOSA 10 Lenta | 210,76 0,52 -27,41 73,44 0,24 -0,27
GLUCOSA 15 Lenta | 228,53 0,66 -27,34 91,19 0,39 0,63
GLUCOSA 20 Lenta | 258,76 0,77 -24,66 121,44 0,50 1,81

Tabla 2. Tamafo de particula, Pdl y potencial Z junto con sus incrementos obtenidos para todos los

crioprotectores probados a distintas concentraciones y aplicando la liofilizacion lenta.
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Tamarfo
TIPO [CRIO] : POT Z A POT Z
Y, medio PDI AT (nm) | APDI
CRIO % (mV) (mV)
(nm)

BLANCO 0 rapida | 204,00 0,39 -30,11 62 0,08 -1,43
TREHALOSA 2,5 rapida | 190,93 0,42 -27,58 48,51 0,13 0,22
TREHALOSA 5 rapida | 176,83 0,35 -27,45 38,88 0,12 1,56
TREHALOSA 10 rapida | 192,15 0,46 -29,39 54,19 0,19 0,08
TREHALOSA 15 rapida | 177,63 0,49 -26,26 41,18 0,21 -3,92
TREHALOSA 20 rapida | 255,46 0,37 -25,40 72,51 0,10 4,08

FRUCTOSA 2,5 rapida | 202,15 0,42 -24,11 58,25 0,11 3,12

FRUCTOSA 5 rapida | 186,59 0,41 -26,30 42,48 0,11 2,33

FRUCTOSA 10 rapida | 190,93 0,39 -27,96 46,78 0,09 0,68

FRUCTOSA 15 rapida | 207,35 0,54 -26,96 63,23 0,23 1,75

FRUCTOSA 20 rapida | 230,63 0,57 -27,38 86,53 0,27 1,27

LACTOSA 2,5 rapida | 186,44 0,42 -28,14 42,66 0,08 0,90

LACTOSA 5 rapida | 185,22 0,44 -27,78 41,40 0,06 1,26
LACTOSA 10 répida | 185,54 0,48 -24,59 41,74 0,14 4,41
LACTOSA 15 rapida | 198,40 0,46 -27,76 54,64 0,12 1,28
GLUCOSA 2,5 rapida | 188,20 0,43 -27,65 36,46 0,14 -5,34
GLUCOSA 5 rapida | 188,73 0,37 -26,88 32,86 0,06 -5,29
GLUCOSA 10 rapida | 197,91 0,45 -29,19 42,01 0,13 -4,54
GLUCOSA 15 rapida | 197,24 0,48 -29,54 41,36 0,16 -4,89
GLUCOSA 20 rapida | 245,20 0,68 -27,65 84,31 0,36 -3,00

Tabla 2_continuacion. Tamafo de particula, Pdl y potencial Z junto con sus incrementos obtenidos para

todos los crioprotectores probados a distintas concentraciones y aplicando la liofilizacién rapida.
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- Caracterizacion de los NLC tras la resuspension de los

liofilizados

La tabla 2 presenta los valores de los NLCs tras ser resuspendidos después de la
liofilizacion en las diferentes condiciones ensayadas.

Los pardametros obtenidos se vieron alterados, observandose que las muestras
liofilizadas sin crioprotector (blanco) incrementaron, tanto en la liofilizacion lenta como
en la rapida. Mientras que la lenta, las muestras de blanco incrementan su tamafio en
78,05 nm, la rapida consigue un valor inferior con 62 nm. lo que puede condicionar su
viabilidad para ciertas vias. El indice de polidispersién increment6 en la lenta en 0,2 y
en 0,08 para la rapida, alejandose de la situacién ideal de un sistema monodisperso.
Por su parte, el potencial Z no cambia de signo, pero se hace mas negativo, sin
suponer un riesgo de agregacion.

Existen diversos trabajos sobre el efecto de la congelacion en sistemas nanométricos
gue intentan explicar su influencia en los resultados obtenidos. Sin embargo, escasean
aguellos que aborden este método de secado en los NLCs, ya que la mayoria de los
estudios utilizan nanoparticulas poliméricas o SLN (13, 17, 29).

Esto mismo ocurre para los distintos crioprotectores usados, por lo tanto, surge la
necesidad de realizar un proyecto capaz de aportar informacion acerca de todo lo
relativo al proceso de secado mediante la liofilizacion en el ambito de los
transportadores lipidicos nanoestructurados. Los crioprotectores seleccionados fueron
la trehalosa, fructosa, lactosa y glucosa. Esta seleccion se basé en resultados
obtenidos para otro tipo de nanoparticulas. En muchos trabajos, la trehalosa resulta
ser el mas adecuado al presentar los mejores resultados, pero no siempre ocurre y
son alguno de los mencionados antes los que mejoran las propiedades, en especial la
glucosa (29, 30, 31, 32). Ademas, estos resultados parecen estar influidos por el tipo
de formulacion, por lo que resulta interesante estudiar como pueden interaccionar los

crioprotectores a los compuestos que forman las nanoparticulas lipidicas.

-Analisis macroscopico de los productos liofilizados

Las muestras liofilizadas deberian ser un polvo blanco facilmente redispersable.
Sin embargo, las muestras de blanco y con 2,5% de crioprotector presentan una

consistencia mas pastosa, que va a ser relevante a la hora de redispersar el solido en
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agua. Esto dos tipos de muestra resultan mas dificiles de resuspendery el tiempo
invertido en conseguir una disolucion homogénea es mayor. A nivel macroscopico se
aprecia que cuanto mayor es la concentracion del crioprotector mas seco parece. Esta
observacion est4 en consonancia con la realizada por otros autores como Umerska et
al, que apreciaron que la ausencia de crioprotector dificultaba la obtencion de una
solucion homogénea (17), mientras que un 1% de crioprotector suponia una gran
mejora

En el presente estudio, aquellos sistemas que incorporan mayor cantidad
de crioprotector resultan facilmente resuspendibles y no existe una gran diferencia
entre las distintas concentraciones en este aspecto. De esta forma, la dispersion a
partir del 5% es buena en todos los casos, aunque algunos articulos mencionan que
mejora considerablemente a mayor concentracion y a mayor velocidad de congelacion
(15). Sin embargo, cabe mencionar una excepcion: las muestras con fructosa. Se
observé que para estas, la incorporacion de concentraciones crecientes da lugar a una
consistencia pegajosa y al 20% resulta complicado disolver el sélido.

Con respecto a la influencia de la velocidad de liofilizacion en este aspecto, no se
aprecid ninguna diferencia entre ambos tipos, influyendo principalmente la

concentracion de crioprotector.
-Modelos obtenidos mediante FormRules®

FormRules® fue capaz de modelizar con éxito los valores de incremento de tamafio
de particula, Pdl y potencial Z en funcion del tipo de crioprotector y su concentracion
y la velocidad de congelacién utilizada durante la liofilizacion.

La Tabla 3 presenta los inputs que explican la variabilidad de cada parametro, junto
con los valores de R? que indican en todos los casos una predictibilidad mayor del
84%. También figuran los pardmetros del ANOVA, que sugieren que no existen
diferencias estadisticamente significativas entre los valores experimentales y los
predichos por el modelo, lo que indica que los modelos tienen la calidad adecuada
(21).
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Input de Grados

Output Submodelo R? F calculada _ F<0,01
FormRules® libertad
ATamafio Submodelo 1 [CRIO]
95,92 27,65 17y 37 3,01
(nm)

Submodelo 2 | TC x [CRIO] x V

A Pdl Submodelo 1 TC x [CRIO] x V 87,17 8,91 16y 37 2,99

APot Z Submodelo 1 TC x [CRIO] x V 84,75 3,01 24y 37 3,58

Tabla 3. Inputs seleccionados por el modelo, coeficiente de determinacién (R?) y parametros del ANOVA
para cada modelo. El submodelo mas importante esta marcado en negrita. Concentracion ([CRIO]), tipo
de crioprotector (TC), velocidad (V), Potencial Z (Pot Z).

La modelizacion de los datos mediante FormRules® permite generar reglas
SI...ENTONCES, que facilitan entender los resultados y saber qué inputs explican la

variabilidad de los parametros medidos (Tabla S1 Anexo ).

- Tamafio de particula

Como ya se sefiald, el tamafio de particula condiciona la capacidad de los sistemas
para atravesar las membranas bioldgicas, entrar a los tejidos y su captacion por el
Sistema Reticulo Endotelial (33). Ademas, su variacion refleja la estabilidad del
sistema. Si la modificacion del tamafio es aceptable, el proceso de liofilizacién resulta
atil. Sin embargo, una desviacion exagerada refleja un proceso de agregacion o
degradacion (13).

La modelizacion del incremento de tamafio de particula puso de manifiesto que las
tres variables, pero particularmente la concentracion de crioprotector explican la
variabilidad de este parametro (Tabla 3).

Como se deriva de las reglas SI...ENTONCES (Tabla S1) y se pone de manifiesto en
la Figura 5, los incrementos de tamafio menores se obtienen con una congelacion
rapida y utilizando como crioprotector trehalosa o glucosa a una concentracién baja (<

5%). Sin embargo, este ultimo presenta mayor variabilidad.
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Fig 5. Incremento en el tamafio de particula segun es sometido a una liofilizacion lenta (A) o rapida (B).
La linea horizontal marca el valor del proceso realizado sin crioprotector (blanco). Valores inferiores a
este serian adecuados ya que reflejan la eficacia del crioprotector durante la liofilizacion.

Como se observa en la Figura 5, una congelacion mas lenta para la trehalosa consigue
un tamafio medio menor. Sin embargo, como han observado otros autores, para el
resto de crioprotectores probados el mejor resultado corresponde al uso de nitrégeno
liquido (34). La liofilizacion rapida consigue ademés una variabilidad de resultados
menor. Esta rapida congelacién disminuye el tiempo que las nanoparticulas estan en
contacto entre ellas y por lo tanto resulta menos probable que se agreguen entre si.
Los cristales de hielo que se forman son mas pequefios, ejerciendo un estrés
mecénico menor (13, 15, 34). Este resultado también se obtuvo en el estudio realizado
por Abdelwahed et al (15).

Si comparamos ambas figuras, parece que el efecto mas notable se da en la glucosa
donde el incremento experimentado es menor.

Fonte et al (13) por otra parte establecen que la liofilizacion lenta podria mejorar la
estabilidad al permitir crear una fase donde el crioprotector protegiera a las
nanoparticulas. Sin embargo, este mejor efecto de la liofilizacién lenta que obtuvieron
podria ser debido a que las nanoparticulas poliméricas usadas en el estudio
interaccionan de distinta forma para esas condiciones debido a su compaosicion.

La concentracién de crioprotector es una variable que por si sola no consigue explicar
el incremento de tamafio, ya que independientemente de la concentracion de

crioprotector el incremento es siempre elevado, tal como se observa en las reglas
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SI...ENTONCES de la Tabla S1. Sin embargo, estas reglas se modifican en funcién
del tipo de crioprotector que se utilice.

Se observan los menores incrementos de tamafio de particula en aquellas muestras
que contienen un tipo concreto de crioprotector a una concentracion baja. El
crioprotector genera una estructura amorfa que otorga mayor espacio interno y reduce
la presion ejercida por los cristales de hielo, reduciendo el riesgo de un incremento de
tamafo (32).

Todas las concentraciones de trehalosa consiguieron reducir el incremento de tamaiio,
pero el efecto es mas notable se da a concentraciones menores.

La trehalosa obtuvo mejores resultados que el blanco en ambas liofilizaciones,
excepto para el 20% usando el nitrogeno. El crioprotector que mejor conservo el
tamafio de particula inicial de los sistemas lipidicos nanoestructurados fue la trehalosa
al 5%, tanto en liofilizacién lenta como en la rapida.

Seguido de la trehalosa aunque con mayor variabilidad, se encuentra la glucosa que
en la liofilizacién rapida consigue reducir el incremento de tamafio con respecto al
blanco, a excepcion del 20%. Este orden de eficacia de ambos crioprotectores
concuerda con Schwarz et al (36) y Fonte et al (13).

La lactosa en ambas liofilizaciones supuso mejora con respecto al blanco a todas las
concentraciones, pero en algunos casos con un incremento mayor al obtenido con la
trehalosa y la fructosa. La lactosa es capaz de formar una fase cristalina que puede
influir a la hora de mantener las propiedades de los NLCs (28).

Para la fructosa, concentraciones superiores al 10% congelando a -80°C no consiguen
un incremento menor al obtenido sin crioprotector. Sin embargo, con la liofilizacion
rapida ese resultado solo se daria con concentraciones de crioprotector del 20%. Los
valores obtenidos para este crioprotector serian los menos favorables (30, 35).

El efecto del crioprotector se encuentra relacionado con la capacidad para formar
enlaces de hidrogeno. La poca disponibilidad de enlaces de hidrégeno para unirse a
las nanoparticulas de la fructosa o su naturaleza de monosacarido reductor podrian
influir en este aspecto (35).

Cabe mencionar que en la mayoria de los estudios realizados acerca de la liofilizacion,
el crioprotector mas usado es la trehalosa y en muchos casos el mas efectivo (13, 15,

16, 29, 34). Los buenos resultados que se suelen obtener en la trehalosa pueden ser
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debidos a la capacidad del azucar para reducir la higroscopicidad del sistema y por su

flexibilidad, al presentar menos enlaces de hidrégeno en su estructura interna (16).
-Indice de polidispersion

La variacion del indice de polidispersion es un parametro que refleja la estabilidad del
sistema coloidal. La figura 6 presenta los incrementos experimentados en los valores
de Pdl. Incrementos de Pdl importantes tras la reconstitucion de los liofilizados dan

idea de una aglomeracion de las particulas durante el proceso (26).
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Fig 6. Variacién en el incremento de Pdl para la liofilizacion lenta (A) y la liofilizacion rapida (B).

Al igual que ocurria con el incremento de tamafio, como se observa en la Tabla 3, el
incremento en los valores de Pdl también viene determinado por el tipo de
crioprotector, su concentracion y la velocidad de congelacién.

La liofilizacion rapida es capaz de mantener mejor los valores de Pdl (29), como se
observa en la Tabla S2 y en la figura 6. Con respecto al crioprotector, la lactosa y
glucosa a concentraciones bajas consiguen un menor incremento.

Sin embargo, parece que lo que mas influye en el Pdl es la velocidad a la que se lleve
a cabo la liofilizacién. Al igual que ocurre con el tamafio, la liofilizacion rapida reduce
el tiempo de las nanoparticulas en disolucion pudiendo conseguir de esta forma
mantener el sistema mas monodisperso (13).

Con la congelacion rapida, todas las muestras presentaban valores de Pdl en torno a

0,45 (Tabla 2) excepto para la trehalosa al 5%. Concentraciones de 2,5% para todos
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los crioprotectores mejoran con respecto al blanco y en el caso de la trehalosa hasta
el 10% el incremento es menor.

En el caso de usar nitrégeno liquido, el numero de muestras cuyo valor de Pdl se
acerca mas al 0,3, y por lo tanto a un sistema mas monodisperso, es
considerablemente mayor. El uso de nitrogeno liquido permite que el incremento de
Pdl sea menor en todos los casos y aumenta las muestras con valores mejores a no
usar crioprotector, pudiendo usarse concentraciones de 20 % para la trehalosa 0 15%
para la glucosa.

Umerska et al (17) no apreciaron un incremento del Pdl una vez liofilizado, pero se
debe tener en cuenta que el uso de otro tipo diferente de nanoparticula puede alterar
el efecto de la liofilizacion sobre el Pdl.

A concentraciones bajas de cualquier crioprotector, el incremento de Pdl es pequefio
en todos los crioprotectores probados para ambas liofilizaciones. Al incrementar la
cantidad de crioprotector, a diferencia de lo que ocurre en el anterior caso, la velocidad
lenta no es capaz de mantener un Pdl bajo. Esto solo se consigue con una velocidad
de congelacion rapida. Este resultado también se obtuvo en el estudio realizado por
Lee et al (34), donde los valores mas polidispersos se obtuvieron en muestras con
mas crioprotector. Otros estudios obtuvieron mayores incrementos a concentraciones
bajas de azlcar. Sin embargo, los incrementos recogidos son notablemente mayores
a lo que se consiguieron en este estudio (35).

En este caso, el efecto de la trehalosa no resulta tan notable como ocurria para el
incremento de tamafio, pero se deberia tener en cuenta igualmente. Sin embargo, si
gue se mantiene el efecto favorable de la lactosa sobre los NLCs, especialmente a
bajas concentraciones en la liofilizacion rapida. También la glucosa a las mismas
concentraciones resulta eficaz en el mantenimiento del Pdl. La fructosa sigue siendo

el de menor interés para la conservacion de las nanoparticulas.

-Potencial Z

El potencial Z permite conocer la estabilidad del sistema al proporcionar informacion
sobre la superficie de las nanoparticulas (15). Su valor refleja la interaccion de las

nanoparticulas entre si (13) y con las membranas bioldgicas (37). Como se muestra
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en la Tabla 2, todas las formulaciones mantienen un potencial Z negativo en torno a
|30] mV indicativo de estabilidad (26).

Como en el caso de los dos parametros anteriores, el modelo para el incremento del
potencial Z, se explica en funcion de las tres variables, el tipo y concentracion de
crioprotector y la velocidad de congelacion.

Teniendo en cuenta lo indicado en la tabla S3 segun las reglas SI...ENTONCES y lo
representado en la figura 7, la liofilizacién rapida causa una menor variacién de los
valores de potencial Z. Con respecto a los crioprotectores, concentraciones bajas lo
alteran en menor medida. También se aprecia que la trehalosa es el crioprotector que

experimenta menor variacion del potencial.
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Fig 7. Aumento del potencial Z segln la influencia de una liofilizacion lenta (A) y rapida (B).

El incremento de potencial Z es bajo en general. En ningun caso se alter6 el signo del
pardmetro, aunque se apreciaron incrementos en positivo y negativo. Las
concentraciones de 2,5 y 20% incrementan hacia la neutralidad. Es importante
destacar que el uso de una congelacién rapida causé un incremento positivo a
excepcion de la trehalosa al 5%.

Resulta dificil comparar los valores obtenidos para este parametro, no solo por su
escasa variedad de valores, sino también porque la mayoria de los articulos no
mencionan las variaciones de potencial Z y se centran en el tamafio de particula.

En el caso de Umerska et al (17), el potencial Z de las nanoparticulas obtenidas no

resulté alterado en ningan caso a diferencia de este estudio que en todos los casos se
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vio modificado, pero la diferente composicion de ambas formulaciones complica la
comparacion.

Wang et al (18) obtuvieron valores que si que variaron en funcion del tipo de
crioprotector y concentracion. Este estudio analiza el efecto de la trehalosa y lactosa

entre otros. Los datos en valor absoluto son menores que los que se muestran aqui.

Conclusiones

Los NLC son nanoparticulas que en los ultimos afios han ido ganando cada vez més
importancia por las ventajas que ofrecen. Sin embargo, son pocos los trabajos que
estudian el efecto que el proceso de liofilizacion tiene sobre ellos. La liofilizacion es
una etapa clave para conseguir su conservacion y almacenamiento. Con la ayuda de
las herramientas de inteligencia artificial, este estudio demuestra que la liofilizacion es
un procedimiento eficaz para la conservacion de las nanoparticulas. Esta eficacia se
aprecia sobre todo al usar el nitrdgeno liquido, que consigue mejores resultados que
la congelacién a -80°C. Este efecto se debe probablemente a la reduccion del tiempo
de contacto entre las nanopatrticulas, lo que dificulta la agregacién. Sin embargo, la
velocidad a la que se produce la congelacion no es el tnico factor condicionante. Para
proteger la formulacién del estrés originado durante el proceso se deben afadir
crioprotectores. El tipo de crioprotector y la concentracién a la que se afiada también
resultan imprescindibles para conseguir una liofilizaciébn que altere lo menos posible
las condiciones iniciales de los transportadores lipidicos nanoestructurados.

Este estudio obtiene los pardmetros de tamafio de particula, indice de polidispersion
y potencial Z con menor variacién con respecto al estado inicial mediante el uso de
concentraciones bajas de crioprotector. Estos parAmetros comienzan a empeorar a
partir de concentraciones del 10%, siendo mas adecuado seleccionar concentraciones
sobre todo al 5%. Con respecto a la seleccion del crioprotector, se deberia tener en
cuenta la capacidad de la trehalosa y glucosa para proteger a los NLCs durante el

proceso de secado, al conseguir un incremento de tamafio, Pdl y potencial Z reducido.
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Anexo |

Las siguientes tablas recogen las reglas SI...ENTONCES, obtenidas a partir de FormRules®, para el incremento de los

parametros analizados (tamafio de particula, indice de polidispersion y potencial Z) y el grado de pertenencia de cada una. Las

reglas marcadas con azul son aquellas que generan el valor mas alto para el parametro que analizan y las marcadas con rojo

las que obtienen el valor mas bajo.

SubModel:1

IF CONCENTRACION is LOW THEN A Particle Size is HIGH (1.00)
IF CONCENTRACION is HIGH THEN A Particle Size is HIGH (0.93)
SubModel:2

IF VELOCIDAD is lenta AND CRIOPROTECTOR is TREHALOSA AND CONCENTRACION is LOW THEN A Particle Size is LOW (1.00)
IF VELOCIDAD is lenta AND CRIOPROTECTOR is TREHALOSA AND CONCENTRACION is HIGH THEN A Particle Size is LOW (1.00)
IF VELOCIDAD is lenta AND CRIOPROTECTOR is FRUCTOSA AND CONCENTRACION is LOW THEN A Particle Size is LOW (1.00)
IF VELOCIDAD is lenta AND CRIOPROTECTOR is FRUCTOSA AND CONCENTRACION is HIGH THEN A Particle Size is HIGH (0.98)
IF VELOCIDAD is lenta AND CRIOPROTECTOR is LACTOSA AND CONCENTRACION is LOW THEN A Particle Size is LOW (1.00)
IF VELOCIDAD is lenta AND CRIOPROTECTOR is LACTOSA AND CONCENTRACION is HIGH THEN A Particle Size is LOW (1.00)
IF VELOCIDAD is lenta AND CRIOPROTECTOR is GLUCOSA AND CONCENTRACION is LOW THEN A Particle Size is LOW (1.00)

Tabla S1.- Reglas IF... THEN (Sl ... ENTONCES) para el parametro incremento de tamafio de particula, obtenidas por el

software FormRules®.
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IF VELOCIDAD is lenta AND CRIOPROTECTOR is GLUCOSA AND CONCENTRACION is HIGH THEN A Particle Sizeis | HIGH (0.53)
IF VELOCIDAD is rapida AND CRIOPROTECTOR is TREHALOSA AND CONCENTRACION is LOW THEN A Particle Sizeis | LOW (1.00)
IF VELOCIDAD is rapida AND CRIOPROTECTOR is TREHALOSA AND CONCENTRACION is HIGH THEN A Particle Sizeis | LOW (1.00)
IF VELOCIDAD is rapida AND CRIOPROTECTOR is FRUCTOSA AND CONCENTRACION is LOW THEN A Particle Sizeis | LOW (1.00)
IF VELOCIDAD is rapida AND CRIOPROTECTOR is FRUCTOSA AND CONCENTRACION is HIGH THEN A Particle Sizeis | LOW (1.00)
IF VELOCIDAD is rapida AND CRIOPROTECTOR is LACTOSA AND CONCENTRACION is LOW THEN A Particle Sizeis | LOW (1.00)
IF VELOCIDAD is rapida AND CRIOPROTECTOR is LACTOSA AND CONCENTRACION is HIGH THEN A Particle Sizeis | LOW (1.00)
IF VELOCIDAD is rapida AND CRIOPROTECTOR is GLUCOSA AND CONCENTRACION is LOW THEN A Particle Sizeis | LOW (1.00)
IF VELOCIDAD is rapida AND CRIOPROTECTOR is GLUCOSA AND CONCENTRACION is HIGH THEN A Particle Sizeis | LOW (1.00)

Tabla S1. Continuacion. -Reglas IF... THEN (Sl ... ENTONCES) para el parametro incremento de tamafio de particula, obtenidas

por el software FormRules®.
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SubModel:1

IF CONCENTRACION (%) is LOW AND VELOCIDAD is lenta AND CRIOPROTECTOR is TREHALOSA THEN A PDl is LOW (0.89)
IF CONCENTRACION (%) is LOW AND VELOCIDAD is lenta AND CRIOPROTECTOR is FRUCTOSA THEN A PDl is LOW (0.73)
IF CONCENTRACION (%) is LOW AND VELOCIDAD is lenta AND CRIOPROTECTOR is LACTOSA THEN A PDl is LOW (0.74)
IF CONCENTRACION (%) is LOW AND VELOCIDAD is lenta AND CRIOPROTECTOR is GLUCOSA THEN A PDl is LOW (0.88)
IF CONCENTRACION (%) is LOW AND VELOCIDAD is rapida AND CRIOPROTECTOR is TREHALOSA THEN A PDl is LOW (0.80)
IF CONCENTRACION (%) is LOW AND VELOCIDAD is rapida AND CRIOPROTECTOR is FRUCTOSA THEN A PDl is LOW (0.96)
IF CONCENTRACION (%) is LOW AND VELOCIDAD is rapida AND CRIOPROTECTOR is LACTOSA THEN A PDl is LOW (0.96)
IF CONCENTRACION (%) is LOW AND VELOCIDAD is rapida AND CRIOPROTECTOR is GLUCOSA THEN A PDl is LOW (0.98)
IF CONCENTRACION (%) is HIGH AND VELOCIDAD is lenta AND CRIOPROTECTOR is TREHALOSA THEN A PDl is LOW (0.52)
IF CONCENTRACION (%) is HIGH AND VELOCIDAD is lenta AND CRIOPROTECTOR is FRUCTOSA THEN A PDl is HIGH (0.85)
IF CONCENTRACION (%) is HIGH AND VELOCIDAD is lenta AND CRIOPROTECTOR is LACTOSA THEN A PDl is HIGH (0.83)
IF CONCENTRACION (%) is HIGH AND VELOCIDAD is lenta AND CRIOPROTECTOR is GLUCOSA THEN A PDl is HIGH (0.99)
IF CONCENTRACION (%) is HIGH AND VELOCIDAD is rapida AND CRIOPROTECTOR is TREHALOSA THEN A PDl is LOW (0.78)
IF CONCENTRACION (%) is HIGH AND VELOCIDAD is rapida AND CRIOPROTECTOR is FRUCTOSA THEN A PDl is LOW (0.54)
IF CONCENTRACION (%) is HIGH AND VELOCIDAD is rapida AND CRIOPROTECTOR is LACTOSA THEN A PDl is LOW (0.78)
IF CONCENTRACION (%) is HIGH AND VELOCIDAD is rapida AND CRIOPROTECTOR is GLUCOSA THEN A PDl is HIGH (0.54)

Tabla S2.- Reglas IF... THEN (SI ... ENTONCES) para el parametro incremento del indice de polidispersion (Pdl), obtenidas

por el software FormRules®.
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SubModel:1

IF CRIOPROTECTOR is TREHALOSA AND VELOCIDAD is lenta AND CONCENTRACION (%) is LOW THEN A POT Z is LOW (0.50)
IF CRIOPROTECTOR is TREHALOSA AND VELOCIDAD is lenta AND CONCENTRACION (%) is MID THEN A POT Z is LOW (1.00)
IF CRIOPROTECTOR is TREHALOSA AND VELOCIDAD is lenta AND CONCENTRACION (%) is HIGH THEN A POT Zis HIGH (0.92)
IF CRIOPROTECTOR is TREHALOSA AND VELOCIDAD is rapida AND CONCENTRACION (%) is LOW THEN A POT Z is LOW (0.55)
IF CRIOPROTECTOR is TREHALOSA AND VELOCIDAD is rapida AND CONCENTRACION (%) is MID THEN APOT Zis LOW (0.81)
IF CRIOPROTECTOR is TREHALOSA AND VELOCIDAD is rapida AND CONCENTRACION (%) is HIGH THEN APOT Zis HIGH (0.53)
IF CRIOPROTECTOR is FRUCTOSA AND VELOCIDAD is lenta AND CONCENTRACION (%) is LOW THEN A POT Z is LOW (0.53)
IF CRIOPROTECTOR is FRUCTOSA AND VELOCIDAD is lenta AND CONCENTRACION (%) is MID THEN APOT Zis HIGH (0.64)
IF CRIOPROTECTOR is FRUCTOSA AND VELOCIDAD is lenta AND CONCENTRACION (%) is HIGH THEN A POT Z is LOW (0.75)
IF CRIOPROTECTOR is FRUCTOSA AND VELOCIDAD is rapida AND CONCENTRACION (%) is LOW THEN APOT Zis HIGH (0.56)
IF CRIOPROTECTOR is FRUCTOSA AND VELOCIDAD is rapida AND CONCENTRACION (%) is MID THEN APOT Zis LOW (0.59)
IF CRIOPROTECTOR is FRUCTOSA AND VELOCIDAD is rapida AND CONCENTRACION (%) is HIGH THEN APOT Zis LOW (0.54)
IF CRIOPROTECTOR is LACTOSA AND VELOCIDAD is lenta AND CONCENTRACION (%) is LOW THEN APOT Zis LOW (0.60)
IF CRIOPROTECTOR is LACTOSA AND VELOCIDAD is lenta AND CONCENTRACION (%) is MID THEN APOT Zis LOW (0.69)
IF CRIOPROTECTOR is LACTOSA AND VELOCIDAD is lenta AND CONCENTRACION (%) is HIGH THEN APOT Zis LOW (0.64)
IF CRIOPROTECTOR is LACTOSA AND VELOCIDAD is rapida AND CONCENTRACION (%) is LOW THEN APOT Zis LOW (0.60)
IF CRIOPROTECTOR is LACTOSA AND VELOCIDAD is rapida AND CONCENTRACION (%) is MID THEN APOT Zis HIGH (0.69)
IF CRIOPROTECTOR is LACTOSA AND VELOCIDAD is rapida AND CONCENTRACION (%) is HIGH THEN APOT Zis LOW (0.87)

Tabla S3.- Reglas IF... THEN (SI ... ENTONCES) para el parametro incremento del Potencial Z, obtenidas por el software

FormRules®.
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IF CRIOPROTECTOR is GLUCOSA AND VELOCIDAD is lenta AND CONCENTRACION (%) is LOW THEN APOT Zis LOW (0.64)
IF CRIOPROTECTOR is GLUCOSA AND VELOCIDAD is lenta AND CONCENTRACION (%) is MID THEN APOT Zis LOW (0.66)
IF CRIOPROTECTOR is GLUCOSA AND VELOCIDAD is lenta AND CONCENTRACION (%) is HIGH THEN APOT Zis LOW (0.52)
IF CRIOPROTECTOR is GLUCOSA AND VELOCIDAD is rapida AND CONCENTRACION (%) is LOW THEN APOT Zis LOW (1.00)
IF CRIOPROTECTOR is GLUCOSA AND VELOCIDAD is rapida AND CONCENTRACION (%) is MID THEN APOT Zis LOW (0.97)
IF CRIOPROTECTOR is GLUCOSA AND VELOCIDAD is rapida AND CONCENTRACION (%) is HIGH THEN APOT Zis LOW (0.86)

Tabla S3. Continuacion. - Reglas IF... THEN (Sl ... ENTONCES) para el parametro incremento del Potencial Z, obtenidas por
el software FormRules®.
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