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La comunidad de farmacéuticos industriales celebré los
70 afios de SAFYBI, en un acto llevado a cabo en el Aula
Magna de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la
Universidad Nacional de Buenos Aires.

Alli se dieron cita personalidades que hicieron al recorri-
do de lainstitucién, presidida en la actualidad por Federico
Montes de Oca. Fue el propio directivo quien abrié la ce-
remonia agradeciendo a todos los presentes que se acer-
caron, al tiempo que recalcé que SAFYBI cumple 70 afios
gracias al esfuerzo de muchos colegas que en 1952 identi-
fico la necesidad de generar un espacio con el noble obje-
tivo de compartir los conocimientos adquiridos.

El directivo enfatiz6 que en ese momento, un pufiado
de visionarios vislumbré que si bien la formacién de grado
resultaba imprescindible para establecer los cimientos de
la profesion, la evolucion del conocimiento que se impone

70 anos de SAFYBI

Octubre 2022

gracias al devenir de la ciencia requerian de un entorno
en el que fuera posible poner en comun los aprendizajes
surgidos a partir del ejercicio profesional. Y es en ese con-
texto que puso en valor los 16 comités de expertos que en
la actualidad actuan en el seno de SAFYBI. A los mismos los
definié como el musculo de la institucién.

A su turno, el titular de la ANMAT, Manuel Limeres re-
flexioné sobre qué seria la ANMAT sin la existencia de
SAFYBI. En ese sentido, valoré a la institucion como un
engranaje clave que facilita el dialogo regulatorio, el que
subrayo, se aprende ejerciendo y emerge de una interac-
cién constante. Limeres también mencion6 que todo el an-
damiaje regulatorio muchas veces resulta un enigma para
quienes no estan involucrados con este dialogo, pero que
sin embargo, es vital, a la hora de tener disponibles pro-
ductos seguros a disposicion de la poblacion.
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Pablo Evelson, recientemente elegido como decano de
la Facultad de Farmacia y Bioquimica, subrayé que la casa
de altos estudios tiene las puertas abiertas de cara a to-
dos los interlocutores que hacen a la actividad. Y dijo que
se mantienen objetivos compartidos con SAFYBI en vistas
de la formacién académica y la actualizacion permanente.
Mas tarde la que se puso al micréfono, fue Isabel Reinoso,
la presidente de la COFA, quien a su vez, hizo entrega de
una plaqueta a SAFYBI y también de forma virtual se hizo
presente Horacio Pappa, un argentino que ejerce como
director de la USP, la farmacopea oficial de los Estados
Unidos.

DICIEMBRE 2022
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Otro hecho relevante que se llev6 a cabo durante la ce-
remonia, fue la celebracién de un acuerdo marco con la
DINAVISA, la autoridad regulatoria del Paraguay. El que se
hizo presente fue el propio director nacional del organis-
mo, Jorge lliou, quien asumi6 el mes pasado. Lo que se
plasmo, a través de un documento constitutivo, fue el ob-
jetivo de generar lazos de reciprocidad entre las partes,
a fin de que por caso, los funcionarios de dicho pais, en-
cuentren en SAFYBI, una fuente de consulta y referencia
regional, a la vez que se construya un productivo dialogo
entre colegas.

La presidente de la ANLAP, Ana Lia Allemand, hizo
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entrega de una placa de reconocimiento a la trayectoria
de SAFYBI.

Un capitulo super emotivo de la noche fue el que le dio
lugar al reconocimiento otorgado mediante sendas placas
a los ex presidentes de SAFYBI. Los que se acercaron al es-
cenario fueron Luis Trapaglia; Alejandro Meneghini; Mirta
Farifia y el propio Montes de Oca. Ademas, y aunque no
estuvieron en el recinto, también se homenaje6 a Lorez
Arnais, a Héctor Giulianiy a Alberto Garcia.

SAFYBI nuclea a farmacéuticos y bioquimicos que des-
empefian su labor en las industrias farmacéutica, bioqui-
mica, farmoquimica, de tecnologia médica, de cosméticos,
de alimentos, veterinaria y anexas, como asi también a los
profesionales que actdan en el ambito hospitalario. Se in-
dicé que mas de 1000 profesionales y empresas forman
actualmente parte de la institucion como socios.

Fuente: PharmaBiz.net
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Analisis del Desempefo In Vitro de
Productos Farmacéuticos Basados en
Nanomateriales: Punto de vista del Panel
de Expertos de la USP?

Estimulo al proceso de revision

Resumen

En la actualidad, una amplia variedad de medicamen-
tos basados en nanomateriales ingresan al mercado esta-
dounidense, creando la necesidad de contar con normasy
tecnologias fiables para medir su desempefio in vitro. Se
esta evaluando un numero creciente de nuevas pruebas de
desempenio para analizar la liberacion de farmacos a partir
de nanomateriales. Por un lado, incluyen métodos de sepa-
racion en tiempo real como la dialisis, los sistemas de fibra
optica y las técnicas de separacion de flujo. Por otro lado,
se suelen utilizar métodos de muestreo y separacion como
la centrifugacion, la filtracion y la extraccion en fase sélida.
En nuestra evaluacion de las practicas existentes, propor-
cionamos una guia de desarrollo de métodos y validacion
de pruebas de liberacién. También se abordan los requi-
sitos de estandarizacion y documentacion de los datos de
liberacién. Ademas, destacamos la falta de conocimiento y
los desafios asociados al analisis de liberacion de farmacos
basados en nanomateriales.

Introduccion

A lo largo de los afios, una amplia variedad de medica-
mentos basados en nanomateriales han ingresado al mer-
cado mundial de la atencion médica (1-2). El reciente capi-
tulo de la USP, Medicamentos que Contienen Nanomateriales
(1153), provee aclaraciones sobre la terminologia, inclui-
dos liposomas, nanoparticulas, nanocristales, micelas, nano-
burbujas, nanofibras, nanotubos, nanoemulsiones, y dendri-
meros. Estas nuevas formas farmacéuticas se caracterizan
por las dimensiones excepcionalmente pequefias y por
propiedades especificas que dificultan su evaluaciéon me-
diante metodologias convencionales.

En el siguiente articulo se analizaran las tendencias
y los avances recientes en el area de analisis del desem-
pefio in vitro de productos farmacéuticos basados en

DICIEMBRE 2022 AN
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Los articulos de Estimulo no necesariamente reflejan las
politicas de la USPC o del Consejo de Expertos de la USP.

Matthias G Wacker®, Xujin Lu®, Matt Burke®, Ishai Nir¢, Raafat Fahmy'

Ver Agradecimientos.

Enviar correspondencia a la siguiente direccion: Kahkashan Zaidi, Senior Principal Scientist,
United States Pharmacopeia, 12601 Twinbrook Parkway, Rockville, MD 20852-1790;

tel: +1.301.816.8269; email: kxz@usp.org.

Este articulo de estimulo es el primero de una serie que sera escrita por el Panel de Expertos.

nanomateriales. Para algunas de estas formas farmacéuti-
cas, como los semisélidos o los medicamentos para inhala-
cion, la recolecciéon de muestras desempefia un rol impor-
tante. Estas cuestiones se analizaran en mayor detalle en
otros articulos de Estimulo y quedan fuera del alcance de
este trabajo.

Marco actual de la USP

En este momento, el capitulo (1153) resume las formas
farmacéuticas que presentan caracteristicas especificas re-
lacionadas con el uso de la nanotecnologia y proporciona la
terminologia que debe utilizarse en el contexto del marco
de la USP. Hasta cierto punto, los parametros de desem-
pefio que se han discutido para los nanomateriales refle-
jan la versatilidad de los conceptos de la administracién
de farmacos. Estos parametros de desempefio incluyen la
liberacién de los farmacos, la estabilidad fisica o “dispersa-
bilidad” de los coloides, la capacidad del vehiculo portador
de proteger al farmaco de la degradacion, asi como la libe-
racion de compuestos a compartimentos o elementos es-
pecificos conocidos por influenciar la biodistribuciéon, como
las proteinas plasmaticas (3) o los lipidos (4). Esta versatili-
dad se refleja también en diferentes secciones de la USP.
Por ejemplo, el capitulo Productos de Terapia Génica (1047)
reconoce el uso de liposomas o complejos lipidicos para
mejorar la penetracién celular de las moléculas de 4cido
desoxirribonucleico (ADN), asi como el impacto de la com-
plejacién en la vida util del medicamento. Ademas de la di-
solucion del farmaco, el efecto protector del material sobre
el compuesto contribuye esencialmente al desempefio del
medicamento.

Por el contrario, el capitulo Métodos de Prueba de
Liberacién In Vitro para Preparaciones de Medicamentos
Parentales (1001) hace hincapié en la liberacién de far-
macos y proporciona informacion sobre algunos de los
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métodos mas comunes aplicados a las pruebas de nano-
suspensiones y liposomas.

En el futuro, la interaccion entre la liberacién y la es-
tabilizacién de farmacos desempefiara un rol mas do-
minante. Por lo tanto, la proxima generacién de medios
de liberacién debe simular tanto el microambiente rele-
vante para la disolucion y la liberacién del farmaco como
las multiples influencias que afectan la estabilidad de los
farmacos y de la formulacion (5). En este articulo, nos
enfocamos en métodos de separacién y aislamiento uti-
lizados en la deteccién de las fracciones libres y unidas

recomendaciones para el desarrollo y la validacién de la
prueba de liberacion.

Métodos de Separacién en Tiempo Real

Los métodos de separacion en tiempo real aplican a la
separacion o deteccién continua para identificar la fraccion
libre y la fracciéon encapsulada del farmaco. En las siguien-
tes secciones, estos métodos se analizaran con mayor deta-
lle. En la Tabla 1 se presentan algunas pruebasy protocolos
seleccionados descritos en la literatura vigente. Siguen cier-
tas normas, pero representan solo una pequefia fraccién

a particulas del farmaco. Asimismo, ofrecemos algunas

de las disponibles en la literatura.

Tabla 1. Descripciones de Metodologias Seleccionadas Aplicadas en la Separacion de Productos Farmacéuticos Basados
en Nanomateriales

Nanomateria- | Via de Ad- | Descripcion Aparato Métodos de Métodos Informacion Medio® Aplicat:i(')ng Referencia
les (1153) | ministracion Separacion | AnaliticosR Adicional
Prevista?
Dendrimeros v Termoagi- No farmaco- Didlisis uv Dendrimeros PBS BR (6)
tador con peico de poliamidoa-
recoleccion de mina (PAMAM)
muestra cargados de
amfotericina B
Nanoparticulas v Aparatos 1 USP1y2 Didlisis HPLC + NTA | Nanocristales | PBS + suero BR (2
de farmacos o y2con de temopor- al10% +
nanocristales liberador de fina ciclodextrina
dispersion
Nanoparticulas 0 Prueba de USP 2 Filtracion con | HPLC + NTA | Nanocristales FaSSGF, BR 8
de farmacos o disolucion jeringa de fenofibrato FaSSIF
nanocristales estandar con €y otras for-
separacion mulaciones
utilizando filtro
para jeringa
Liposomas vV Aparatos 1 USP1y2 Dialisis HPLC + NTA Liposomas PBS + suero BR 9
y2con PEGilados y al 10% +
liberador de no PEGilados | ciclodextrinas
dispersi(’)nf cargados de
temoporfina
liposomas9
Liposomas o vV Aparatos 1 USP1y2 Dialisis HPLC Temoporfina | PBS + suero BR 3
nanocristales y2con en solucion al 0%— 50%
liberador de organica y +
dispersic')nf liposomas | ciclodextrinas
cargados de
temoporfina
Iiposoma\&h
Liposomas v Aparato 4 con USP 4 Didlisis HPLC Amfoterici- HEPES + Qc (10
saco 0 bolsa na B sacarosa +
de didlisis con ciclodextrinas
soporte!
Liposomas vV Aparato 4 con USP 4 Didlisis HPLC Liposomas | HEPES + SDS Qc (17)
adaptador cargados de
para dialisis dexametasona
Micelas vV Aparato 2 USP 2 Didlisis HPLC + DLS Liposomas PBS Qc (12
con bolsa de cargados de
dialisis dexametasona
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Tabla 1. Descripciones de Metodologias Seleccionadas Aplicadas en la Separacion de Productos Farmacéuticos Basados

en Nanomateriales (cont.)

Nanomateria- | Via de Ad- | Descripcion Aparato Métodos de Métodos Informacion Medio® Aplicacit’mg Referencia
les (1153) | ministracion Separacion | Analiticos2 Adicional
Prevista?
Nanoburbujas v Bolsa de No farmaco- Didlisis HPLC Nanoburbuja PBS BR (13
dialisis en un peico cargada de
vaso de pre- doxorrubicina
cipitados no
farmacopeico
Nanoemul- 0 Aparato 2 USP 2 Didlisis uv Nanoemul- | Acido clorhi- Qc (14
siones con bolsa de siones de drico 0,1 N
dialisis candesartan
cilexetilo
Nanoemul- Ocularo IV Sistema de USP 2 Filtracion de HPLC Nanoemulsio- Solucion QC (19
siones perfusion flujo tangen- nes de diflu- | amortiguado-
adaptable cial prednato ra de fosfato
(PH7.4)
Liposomas — Configuracion USP 2 Ultrafiltracion HPLC Liposomas Solucion Qc (16)
del termoa- y didlisis cargados de | amortiguado-
gitador con dinamico topotecan | ra de formiato
recoleccion de
muestra
Nanoparticulas ' Configuracion | No farmaco- | Ultracentrifu- HPLC Liposomas Plasmay QcC 12
de Farmacos del termoa- peico gacion cargados de | agua con poli-
gitador con topotecan sorbato 80
recoleccion de
muestra
Liposomas Inhalacion Bafio de agua | No farmaco- Filtracion HPLC Liposomas | Suero al 50% BR 18
con agitacion peico centrifuga cargados de
ciprofloxacino
a IV = intravenosa; O = oral. e Lipidil.

b UV = espectroscopia ultravioleta; HPLC = cromatografia de liquidos de alta resolucion;
NTA = andlisis de seguimiento de nanoparticulas; DLS = dispersion dindamica de luz.

¢ PBS = solucion salina amortiguada con fosfatos; FaSSGF = fluido gastrico simulado en
estado de ayuno; FaSSIF = fluido intestinal simulado en estado de ayuno; HEPES = &cido
4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanosulfonico; SDS = dodecil sulfato de sodio.

d BR = biorrelevante; QC = control de calidad.

Métodos de didlisis

Antecedentes: En la actualidad, se contempla una va-
riedad de métodos de didlisis para medir la liberacion de
farmacos a partir de medicamentos basados en nanoma-
teriales. Utilizan las propiedades de barrera inherentes de
la membrana de didlisis para separar los coloides de las
moléculas de farmacos y de las proteinas. Por lo general,
la forma farmacéutica se llena en la camara donadora. El
compartimento donador se encuentra separado del com-
partimento receptor por una membrana de dialisis. Luego
de la inyeccién de la muestra en la camara donadora, el
gradiente de concentracion entre ambos compartimentos
impulsa el intercambio de moléculas. El fAdrmaco libre se
cuantifica a partir del compartimento receptor. La dialisis
inversa es un proceso en el que se utiliza un compartimen-
to de mayor volumen como compartimento donador.

Para ambas configuraciones, existen dos procesos
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f Pharma Test Apparatebau AG.
g Foslip and Fospeg.

h Foscan and Foslip.

i Float-A-Lyzer.

j Ambisome.

cinéticos implicados en el perfil de liberacién del farmaco:
la liberacién del farmaco desde el vehiculo portador y la
permeacion del farmaco a través de la membrana de dia-
lisis. La velocidad del flujo de la membrana (/) se describe
mediante la ley de difusion de Fick y depende del coeficien-
te de difusion (D), del area de la superficie de la membrana
(A), del gradiente de concentracién entre el compartimento
donadory el receptor (dc) y del espesor de la capa de difu-
sién (h).

J=-DxAxdc/h

Se puede resumir en la constante de velocidad de per-
meacion de la membrana (kM). El intercambio de medio
entre ambos compartimentos también se ve afectado por
la permeabilidad de la membrana (18). Los enfoques con-
vencionales suelen utilizar casetes o tubos de dialisis con
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Figura 1. llustracién de la dialisis y la dialisis inversa.
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una superficie bien definida (19). Presentan varios desafios
técnicos, como la aglomeracién del nanomaterial en la ca-
mara donadora. Esto puede conducir a la formacién de una
capa de difusion y, en consecuencia, a un transporte pro-
longado a través de la membrana. En este contexto, debe
prestarse especial atencién a la viscosidad del medicamen-
to en las camaras donadoras y receptoras (20). Para la vali-
dacién, la permeabilidad de la membrana de didlisis debe
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analizarse con una solucion del farmaco antes y después
del experimento de liberacion para cerciorarse de que no
exista un retraso significativo en la liberacién. Un transpor-
te de membrana lento también puede conducir a una vio-
lacion de las condiciones de exceso de medio debido a una
saturacién temporal con moléculas de farmacos dentro de
la cdmara donadora (18). Por lo tanto, debe determinar-
se la respuesta de liberacion para los procesos de didlisis

Tabla 2. Parametros Clave que Deben Explorarse y Documentarse para la Evaluacion de los Experimentos de Liberacion

Basados en la Didlisis

Limite de corte de peso
molecular

El limite de corte de peso molecular depende del tamafio de poro de la membrana y determina el intercambio de moléculas entre
los compartimentos donadores y receptores. El limite de corte de peso molecular se cuantifica mediante la separacion de moléculas
marcadoras y la especificacion mas pertinente proporcionada por el fabricante. Se encuentra estrechamente relacionado con el
tamaiio de poro de la membrana.

Superficie y espesor de
la membrana

La porosidad y las dimensiones de la membrana (es decir, la superficie y el espesor) afectan la velocidad de transporte a través de la
membrana. El fabricante proporciona el espesor de la membrana de dialisis. Estos parametros deben incluirse en la descripcion del
método, en especial para aquellas configuraciones que no siguen normas y dimensiones bien definidas.

Volimenes de los
compartimentos
donadores y receptores

La concentracion del farmaco en el compartimento donador y en el receptor se ve muy afectada por el gradiente de concentracion.
El volumen de las camaras donadoras y receptoras permite calcular la relacion superficie-volumen, que representa una importante
caracteristica del desempefio de los métodos de dialisis.

Protocolo de inyeccion
de la muestra

La inyeccion de la muestra cambia temporalmente la composicion del medio, en especial para aquellos métodos que no involucran la
agitacion de la camara donadora. El protocolo de la inyeccion de la muestra incluye la composicion exacta de la muestra inyectada,
la velocidad de inyeccion, el volumen y el contenido del farmaco.

Interaccion del material

La adsorcion del farmaco en la membrana debe ser investigada antes de la seleccion de una membrana de dialisis. En este contexto,
la hidrodinamica exacta desempefia una funcion importante. Por lo tanto, se recomienda realizar los estudios de interaccion de
materiales en condiciones muy similares a la prueba de liberacion. Debido a la diferencia en la hidrodindmica, un ensayo que utilice
un material similar pero un método de extraccion diferente puede no ser adecuado para predecir las condiciones en la prueba de
liberacion.

Método de limpieza o
acondicionamiento de
la membrana

EI método de limpieza o acondicionamiento de la membrana puede ser critico para la reproducibilidad de los experimentos de libera-
cion. Dependiendo de la quimica de la membrana, se afiaden aditivos para evitar que se dafie la membrana. Se debe procurar mitigar
esta influencia, ya que esto puede repercutir negativamente en la velocidad de difusion a través de la membrana.

Respuesta de liberacion

La respuesta de liberacion proporciona una medida en el tiempo de la cantidad de farmaco libre que se detecta cuando se utiliza
un proceso de separacion especifico. Por lo general, se afiade una cantidad conocida de una solucion del farmaco libre a la camara
donadora y se mide la cantidad de farmaco que se encuentra disponible (la respuesta) en el tiempo. Es importante sefialar que se
informa el tiempo transcurrido entre la adicion del (farmaco solubilizado) libre y la deteccion en el ensayo. En comparacion con una
prueba convencional de recuperacion de la cantidad agregada, el tiempo de separacion no se considera insignificante.
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expresada como la constante de velocidad de permeacién
de la membrana (3,27). La importancia del tiempo de se-
paracién para la sensibilidad del método depende en gran
medida de las caracteristicas de desempefio del producto.
Por lo tanto, para evitar el riesgo de no detectar diferencias
entre partidas, cada forma farmacéutica debe ser evalua-
da individualmente. Deben realizarse experimentos de re-
ferencia para cerciorarse de que la separacién basada en
dialisis solo tiene una influencia menor en el desempefio
medido por la prueba.

Para evitar fuertes interacciones entre la formulacién
concentrada y la membrana (22), se puede considerar la
didlisis inversa (19). Si bien este método reduce las interac-
ciones de las particulas, una desventaja es que disminuye
el gradiente de concentracién entre la cdmara receptora y
la donadora. Por consiguiente, es necesario mantener un
equilibrio entre el volumen requerido para una dispersién
estable y el flujo de la membrana.

Desarrollo del método: Existe una amplia variedad
de membranas disponibles en el mercado con un limi-
te de corte de peso molecular (MWCO, por sus siglas en
inglés) que oscila entre 1-1000 kilodalton (kDa). EIl MWCO
es el tamafio de la membrana en el que la membrana re-
tiene aproximadamente el 90% de un soluto con el peso
molecular respectivo. Estas especificaciones se basan en
la medicion de la permeacién de la membrana utilizando
moléculas marcadoras como la albumina sérica bovina o
la insulina. No representan un limite teérico basado en el
tamafio, sino que son el resultado de un problema real de
separacion. Sin embargo, el MWCO de los materiales de las
membranas puede cambiar ligeramente con el tiempo.

Los fabricantes sugieren la seleccion de un MWCO del
80%-90% mas que el soluto de la solucion (23). La medicién
cinética depende de la superficie disponible para la difu-
sién. Por lo tanto, para maximizar el flujo de la membrana,
debe seleccionarse el mayor tamafio de poro que continle
reteniendo aproximadamente el 95% de las particulas. La
cuantificacién de la retencién puede realizarse utilizando
estandares de particulas bien definidos (24). Sin embar-
g0, la mayoria de los estandares comerciales de particulas
fluorescentes liberan una cierta fracciéon de la marca luego
de unas horas. Hasta el momento no existen estandares
adecuados con una alta estabilidad, mayor de 24 horas.

Ademas del tamafio de poro de la membrana, el material
de la misma desempefia un rol fundamental. Xie et al. com-
pararon la velocidad de permeacion en condiciones simi-
lares, incluyendo el farmaco, el medio, la temperatura y el
tamafio de poro (25). El material de la membrana aun con-
servaba un fuerte impacto en la velocidad de permeacién
del soluto (25). Los materiales de la membrana mas comu-
nes son el éster de celulosay la celulosa regenerada. En un
experimento de didlisis convencional, debido a la ausencia
de fuerzas de corte o cizalla que compiten en la camara
donadora, incluso interacciones débiles con la membrana
de didlisis pueden conducir a un retraso significativo en la
permeacion por la membrana. En la Table 2 se resumen pa-
rametros clave a tener en cuenta en el desarrollo de méto-
dos basados en la dialisis.
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Método de la bolsa de dialisis: El método de la bolsa
de didlisis es una prueba de liberaciéon, que separa la frac-
cién liberada del farmaco de la fraccién unida a particulas.
Utiliza tubos o casetes de didlisis como cdmara donadora
(didlisis “"normal”) o receptora (dialisis “inversa”). La confi-
guracién se ha descrito en combinacidon con varios instru-
mentos que incluyen, entre otros, vasos de precipitados
simples y aparatos de disolucién 2 y 4. Para el aparato
de disolucion 4, algunos estudios recomiendan el uso de
una celda portamuestras o de dispositivos de dialisis de
un solo uso (10).

El instrumento suele afectar considerablemente la hi-
drodinamica en el compartimento receptor, mientras que
el traslado del farmaco en el compartimento donador se
encuentra ampliamente impulsado por la difusién del com-
puesto a través de una capa de difusion en reposo.

La relacion superficie-volumen, el tamafio de poro de
la membrana, el medio de liberacién (en las cdmaras re-
ceptora y donadora), la localizacién de la bolsa de dialisis
en el compartimento receptor, asi como la configuracién
exacta del aparato de disolucion (p. ej., la velocidad de agi-
tacion, la velocidad de flujo) pueden influir en el resultado.
La configuracién de la “bolsa de didlisis” recomendada para
el aparato de disolucion 4 utiliza una relacion superficie-
volumen optimizada y una posicion optimizada en el cen-
tro de la celda de disolucién. La validacién de la prueba de
liberacién in vitro se realiz6 con amfotericina B liposomal
(Ambisome) (10).

Liberador de dispersion: El liberador de dispersion (DR,
por sus siglas en inglés)-es un dispositivo que analiza la
liberacién de farmacos a partir de productos basados en
nanomateriales utilizando un aparato de disolucion 2. El
sistema se encuentra conectado al eje del disolutor o apa-
rato de disolucién. Una celda donadora mantiene la mem-
brana de dialisis en la posicion central del vaso de disolu-
cién (incluyendo la configuracién del vaso estandar y del
minivaso). La cdmara donadora y la receptora se agitan
constantemente a la misma velocidad (Figura 2). Se inyecta
la formulacién en la cdmara donadora mediante un puer-
to de muestreo que puede utilizarse para la inyeccién y la
recoleccion de muestras de la cdmara donadora. Debido
al volumen limitado de la cdmara interna, solo se puede
inyectar un determinado rango de dosis en el compar-
timento donador (dependiendo de la carga del farmaco
de la forma farmacéutica dispersa). Hasta el momento, la
configuracion se ha evaluado para analizar la liberacién de
farmacos a partir de nanoparticulas (21,26-27), liposomas
(3,9), nanocristales (7), y micelas poliméricas, utilizando so-
luciones amortiguadoras (217) y medios de disolucién bio-
rrelevantes (3,7,9,26).

Sistemas de fibra 6ptica

Antecedentes: Otro enfoque para medir la velocidad
de disolucién de las formulaciones con nanoparticulas
es mediante mediciones espectroscopicas oOpticas in situ
realizadas directamente en el aparato de disolucion, nor-
malmente realizadas mediante sistemas de fibra éptica. El
cambio a la medicién in situ permite determinar en tiempo
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Tabla 3. Parametros Clave que Deben Explorarse y Documentarse para la Evaluacién de los Experimentos de Liberacién
Usando Métodos de Fibra Optica

Método dptico

Con enfoque en la absorbancia (que suele realizarse en la region UV), tanto el disefio del instrumento como los parametros de
medicion contribuyen a la exactitud, precision y robustez del analisis. Por lo tanto, la descripcion del método deberia incluir el
disefio del sistema 6ptico. Las opciones de espectrofotémetro estandar incluyen lo siguiente:

Sistema de escaneo multiplexado

Sistemas multicanal (tipo arreglo de diodos) tnico multiplexados Sistemas multicanal (tipo arreglo de diodos) independiente

multiples Sistema multicanal (tipo bidimensional) Ginico

Tipo de sonda y ubicacion

El disefio y la ubicacion de las sondas dpticas pueden afectar la hidrodindmica y la vulnerabilidad de la sonda a las burbujas
de aire o las particulas presentes en los medios que transitan por el camino dptico. Las opciones de sondas estandar incluyen
lo siguiente:

Sondas de transflectancia (también conocidas como de inmersion)

Sondas de arco

Parametros del analisis
espectral

La eleccion de parametros del analisis espectral utilizados en el calculo de la velocidad de disolucion puede requerir optimiza-
cion o calificacion. Las opciones incluyen lo siguiente:
Longitud de onda o intervalo de longitud de onda de medicion Longitud de onda analitica o intervalo de longitud de onda
sumada
Mediciones del blanco: ;Se realizan en medios de disolucion? ¢Incluyen
un blanco de capsulas?, etc.
Mediciones de estandares: ;A qué porcentaje disuelto corresponde? ¢ Difiere el medio del medio de disolucion?

Procesamiento de datos

A veces la manipulacion de los datos trasciende la medicion de valores maximos simples y puede incluir lo siguiente:
- Algoritmos para la correccion de la linea base (p. €j., la correccion del desplazamiento, la pendiente entre dos puntos)
Espectroscopia derivada (p. €j., primera o segunda derivada, punto Unico, o analisis del intervalo)
Modelado espectral mas complejo (p. €j., modelado de dispersion, analisis multicomponente, otras técnicas quimiométri-
cas). Estos algoritmos deben informarse para la correcta interpretacion del perfil de liberacion.

Hidrodinamica y
dispersabilidad

Las fluctuaciones de la sefial de fondo son una importante fuente de error. Por ejemplo, debe vigilarse la influencia de la
hidrodinamica, la aglomeracion y el comportamiento de la sedimentacion, ya que pueden requerir cambios en el algoritmo de
correccion de datos. Aunque estos algoritmos estan disefiados para abarcar una amplia variedad de formas farmacéuticas,
deben utilizarse métodos ortogonales durante la validacién del método. Ademas, cambios considerables en la calidad de los
excipientes, el tamafo de las particulas, o las condiciones utilizadas por la prueba de desempefio pueden requerir una revali-
dacion parcial del método.

Figura 2. Esquema del liberador de dispersion. (Imagen real la concentracién de farmacos. Puesto que no existe un
adaptada, cortesia de Pharma Test Apparatebau AG). retraso entre el muestreo y el anélisis, se eliminan errores

Puerto de
Muestreo

Membrana de Dialisis

analiticos debido al tiempo de separacién. Como ocurre

también con las mediciones in situ de productos conven-
Acoplamiento al cionales, la concentracion del farmaco puede detectarse de
Aparato de Disolucion forma continua, y la resolucion temporal aumenta signifi-
cativamente (25). Esto permite la recoleccién de perfiles de
liberacion completos, incluso de los medicamentos de mas
rapida disolucion.

Aunque no exista un protocolo de separacion, las limi-
taciones de los sistemas de fibra 6ptica surgen a partir
de la sefial de fondo de todas las particulas presentes en
la formulacién, asi como a partir de los componentes del
medio de liberaciéon. Los productos basados en nanoma-
teriales son mas dificiles de medir, ya que las particulas
estan sujetas al movimiento browniano y suelen perma-
necer bien dispersas durante todo el experimento de libe-
racién. Cabe destacar que no solo el tamafio sino también
la densidad de las particulas afecta su comportamiento de
sedimentacién. Por lo tanto, se requiere una comprension

__Elemento de

Agitacién Interno detallada de las propiedades oOpticas y del comportamien-
Compartimiento to de sedimentacion. En el caso de los excipientes y las
Donador particulas de mayor tamafio, la cinética de sedimentacién
Elemento de conduce a veces a un cambio dependiente del tiempo

Agitacion Externo en la sefial de fondo. En este contexto, la hidrodinamica
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desempefia un rol dominante. Los algoritmos utilizados
para la correccién de fondo abarcan una amplia variedad
de procesos. Sin embargo, incluso pequefios cambios en
la composicién del medio, el tamafio de la particula, y la
calidad de los excipientes pueden tener un impacto ma-
yor en el resultado en comparacién con otros métodos.
Por lo tanto, dichos cambios deben ser acompafiados por
una revalidacion parcial.

Desarrollo del método: Como se ha sefialado anterior-
mente, las particulas no disueltas, los excipientes, los vehicu-
los portadores, los medios complejos y otros componentes

pueden contribuir a las mediciones de la sefial de fondo.
Dado que el filtrado convencional no suele ser una opcion
con las mediciones 6pticas in situ, se han desarrollado anali-
sis de datos matematicos para reducir la influencia de estas
posibles fuentes de error. Muchas de las correcciones son
independientes del tamafio de la particula, lo que permite
aplicarlas también a muchas nanoformulaciones. Sin em-
bargo, en algunos casos, estas interferencias no pueden eli-
minarse de forma reproducible. Ver la Tabla 3 para ciertos
parametros clave seleccionados que deben optimizarse en
el desarrollo de sistemas de fibra optica.
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Seguridad

Acercandonos a la evaluacion
de seguridad de nanoparticulas

y nanomateriales

Monica Cameo

BioAplicada—Laboratorio de Cultivos Celulares y Estudios Especiales, Buenos Aires C1430EYV, Argentina

Resumen

Teniendo en cuenta que la nanotecnologia es una disci-
plina que se esta desarrollando a gran velocidad, nos pare-
ce interesante buscar y resumir informacién para conocer
los beneficios, dificultades y riesgos que su utilizacion pon-
dra en evidencia y habra que resolver.

Como sucede generalmente, la normativa que regula
este area de las ciencias avanza mas lentamente que el
descubrimiento de sus nuevas aplicaciones.

En este trabajo después de plantear las preguntas que
nos parece se deben y pueden contestar en la actualidad,
intentamos darles respuestas consultando la bibliografia
existente.

Para finalizar presentamos nuestras conclusiones y nues-
tra opinién para que una disciplina tan prometedora avan-
ce con los mayores beneficios y los menores riesgos.

Introduccion

La nanotecnologia es una rama de la ciencia que avanza
velozmente, se utiliza en muchisimas areas de la vida hu-
mana, animal y del medio ambiente. Sin embargo, la utili-
zaciéon de nanomateriales (NMs) o nano particulas (NPs) en
productos médicos (MDs) o nanofarmacos (NFs) que adop-
tan alguna de estas tecnologias, no esta aun bien reglamen-
tada, sus efectos adversos no se conocen totalmente.

Hay muchos grupos de investigaciéon que trabajan en es-
tos temas y estan desarrollando nuevos modelos experi-
mentales para estimar la toxicidad y recopilar informacion
sobre el riesgo que el uso de estos materiales comporta (1)

Grupos de trabajo en las Agencias Internacionales que
son las que deben reglamentar su uso, intentan producir
Normativas e Informes Técnicos adecuados como por ej.
ISO STR 10993-22:2017 Biological evaluation of medical de-
vices — Part 22: Guidance on nanomaterials . para evaluar
la seguridad y eficacia ya que cada vez hay mas productos
en el mercado de la salud que de alguna manera han incor-
porado estas tecnologias.

Planteo del Problema

Los NMs, NPs, PMs y NF son buenos candidatos para las
aplicaciones de nanotecnologia en el drea de la salud.

Los dispositivos que contienen alguno de estos materia-
les, requieren una caracterizacién avanzada que muchas
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Este trabajo fue previamente publicado en AJBSR, el 1 de agosto de 2022
https://biomedgrid.com/volume16-issue6.php

veces no se da a conocer antes que el DM salga al mer-
cado.

Consideramos necesario plantear este problema para
pensar en las posibles soluciones.

Objetivo de este trabajo:

Debido a la amplitud y dificultad del tema el propésito
de este trabajo /minireview es mostrar las posibilidades ac-
tuales, para que los fabricantes dispongan de herramientas
para comenzar a evaluar nanotoxicidad suiguiendo los In-
formes o guias Técnicas para disminuir los posibles riesgos
del uso de estos productos y acompafiar el veloz avance de
esta disciplina.

Preguntas centrales:

Como proceder cuando todavia no existen Normas
establecidas.

Se revisan algunos de los textos mas relevantes que ar-
gumentan y opinan sobre las distintas formas voluntarias
para vigilar la nanotecnologia, conocidas en conjunto como
“regulacion blanda”.

Se busca informacién en diferentes Organos de estanda-
rizacion en materia de nanotecnologia poniendo especial
atencién en el trabajo del Comité Técnico en Nanotecnolo-
gia de la Organizacién Internacional de Estandarizacion, el
ISO/TC-229.

En circunstancias excepcionales, cuando un Comité Téc-
nico haya recopilado datos de un tipo diferente al que nor-
malmente se publica como Norma Internacional (“estado
del arte”, por ejemplo), puede decidir por mayoria simple
de votos de sus miembros participantes publicar un In-
forme Técnico. Este Informe Técnico esta destinado a ser
utilizado en todos los paises, independientemente de si
tienen esquemas legales o regulatorios que aborden los
nanomateriales fabricados y es de naturaleza completa-
mente informativa.

Esta dirigido principalmente a organizaciones que fabri-
can o procesan nanomateriales, o fabrican, procesan y dis-
tribuyen productos que contienen nanomateriales. Sin em-
bargo, las autoridades gubernamentales, los profesionales
y los miembros del publico también pueden encontrar Util
esta informacion. (2)


https://biomedgrid.com/volume16-issue6.php

Cudles son los posibles efectos de nanoparticulas en la
salud humana y el medio ambiente.

La exposicién de los seres vivos a las nanoparticulas y
nanomateriales se vuelve inevitable dado que su utilizacion
se amplia, a una gran velocidad, a todas las areas de la ac-
tividad humana incluida la salud.

Por otro lado, los estudios para caracterizar sus efectos
después de exposicion y las Reglamentaciones de uso co-
rrespondientes, avanzan mas lentamente

;Sera posible que las bondades de los NMs superen sus
desventajas?

;Somos capaces de evaluar el impacto ambiental y sobre la
salud que el uso prolongado y/o ilimitado de los

NMs puede ocasionar en los diferentes sistemas biologi-
cos?

Si ese fuera el caso, scudles son los mejores modelos para
su evaluacion?

Para el continuo desarrollo de la nanotecnologia y na-
nomedicina es necesario entender el riesgo producido por
NPs, NMs y NFs dado que ese riesgo esta intimamente re-
lacionado con la seguridad y eficacia durante su utilizacion
y es necesario poder evaluarlo.

Hallazgos

Que sabemos en la actualidad

a) La seguridad de los materiales a nanoescala es una
preocupacién creciente.

b) Cuando las NPs ingresan al cuerpo por inhalacion, inges-
tion o contacto con la piel estaran llegando a érganos
tales como pulmaén, rifién, higado o cerebro, e interactua-
ran con moléculas pudiendo ejercer efectos indeseables.

¢) La mayoria de los métodos utilizados fueron evaluacio-
nes celulares “in vitro”.

d) Reducir y reemplazar el uso de animales en ensayos de
laboratorio es una exigencia a nivel global.

Los progresos hechos en biologia molecular ofrecen la
posibilidad de evaluar la toxicidad de diferentes nanopar-
ticulas utilizando células, poblaciones celulares, tejidos
reconstituidos y organismos enteros. Estos avances nos
permitiran desarrollar ensayos siempre mas precisos para
evaluar nanotoxicidad.

La nano toxicologia se relaciona con la
citotoxicidad y el estrés celular

Hablamos de Citotoxicidad, cuando en la célula se ob-
servan perturbaciones del metabolismo, integridad de
membrana plasmatica, propiedades de adhesién, del cito
esqueleto, replicacién u otra funciéon celular. Hablamos de
Estrés oxidativo, cuando en la célula se producen compues-
tos como radicales libres, agua oxigenada y la falta de an-
tioxidantes para contrarrestarlos. Su presencia excesiva,
reporta consecuencias negativas porque altera algunas
funciones celulares
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Razones y origen de efectos toxicolégicos
Se relacionan con ciertas propiedades de las NPs:
1.Tamafio variable

2.Superficie

3. Forma

4.Cargas

5.Propiedades fisicoquimicas

6. Recubrimiento (corona proteica)

También es importante la via de exposicion, como ya
mencionamos anteriormente, los pulmonesy el corazén son
los 6rganos mas frecuentemente afectados por NPs que se
transportan facilmente por el aire, se distribuyen amplia-
mente en la region pulmonary producen efectos sistémicos.

Cuando las NPs interactian con componentes biologicos
pueden influir en su funcionamiento y dar como resultado
efectos adversos

Debido a su pequefio tamafio y gran superficie, las NP,
NM, NF interactian de forma diferente a la substancia a
granel con los sistemas bioldgicos.

Contrariamente a efectos bioldgicos beneficiosos, mu-
chas veces causan efectos adversos.

Mecanismos mas comunmente involucrados

Para descartar los efectos toxicos de cualquier NM o NP,
es fundamental entender los mecanismos asociados con la
nanotoxicidad.

En la literatura previamente publicada, se
describen entre los efectos téxicos iniciales
inducidos por NM:

1. Activacion de la respuesta inmune

2. Estimulos inflamatorios,

3.Sobreproduccién de citoquinas inflamatorias

4.Aumento de especies oxigeno y nitrogeno reactivas
(RONS)

Los efectos iniciales seguiran por alguno de estos
caminos:

a. apoptosis, b. necrosis
c. necroptosis (muerte celular estimulada por TNF-beta)
d. muerte celular mediada por autofagia

Si existe el conocimiento previo que un NM ocasiona
muerte celular, los analisis posteriores deberian involucrar
estudios sobre el tipo de muerte celular inducida por el NM
y determinar si se indujo necrosis, apoptosis, necroptosis o
autofagia. La informacién obtenida en los ensayos permiti-
ra definir el mecanismo molecular y bioquimico de la toxi-
cidad y deducir a priori si el NM pudiera tener un potencial
efecto genotdxico o inflamatorio en un determinado siste-
ma biolégico.

Métodos convencionales para evaluar nano
toxicidad

Ensayos in vitro:

Ventajas
+ Cumplen las reglas de las 3RS
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+ Son rapidos y econémicos
+ Puntos finales: observaciones microscopicas, colorimé-
tricas, fluorescentes, luminiscentes, etc.

Desventajas

+ Eventual interferencia de los reactivos quimicos con las
NPs que pueden llevar a interpretaciones erradas de los
resultados y la preocupacién que justifica utilizar técni-
cas mas avanzadas y especificas para evaluar la toxicidad
de las NP.

+ Como en todos los casos también aqui se plantea que es
mas conveniente en cada caso: in vivo vs in vitro.

+ Seleccion del modelo de cultivo

Deberemos tener en cuenta los mecanismos de
captacion celular:

a) Endocitosis (luego de la formacién de vesiculas en la
membrana plasmatica)

b) Canales iénicos

¢) Poros de membrana

d) Captacion pasiva: por difusién e interaccion entre la su-
perficie del nano-objeto y la superficie celular sin forma-
cion de vesiculas

La presencia de ciertos receptores
La sensibilidad celular a la substancia téxica

A modo de ejemplo podemos resumir/referirnos el
trabajo de (3) donde utilizan células de cérnea de conejo
(SIRC) en un ensayo de citotoxicidad in vitro para estudiar
el dafio ocular que pueda causar la exposicion a NPs de: Zn,
Ag, Ce, Si, Tl en concentraciones de 1-100ug/ml.

En este trabajo se utilizd la linea celular Statens Seru-
minstitut Rabbit Cornea (SIRC): las células obtenidas fueron
cultivadas en placas de cultivo durante 24 hs en condicio-
nes establecidas (Norma ISO 10993-5) y luego expuestas a
concentraciones de 10 a 100 ug/mL de las diferentes NPs
para evaluar la citotoxicidad con el ensayo cuantitativo de
MTT descripto en la misma Norma.

En las concentraciones testeadas la viabilidad celular de-
creci6 solamente en el grupo tratado con NPs de ZnO Las
otras NPs no mostraron citotoxicidad en dichas concentra-
ciones. NPS de AG parecen mostrar una citotoxicidad leve
a concentraciones mas altas.

En el mismo trabajo se estudié el efecto de las mismas
nanoparticulas en la produccion de ROS por fluorescencia.
Se comparan estos resultados con los de citotoxicidad y
fueron coincidentes, solo mostraron marca fluorescente
las células SIRC tratadas con las NPs de ZnO y estas células
se fueron despegando del fondo de la placa.

Dado que existe la posibilidad de exposicién ocular de
los trabajadores que participan en la produccién de nano-
particulas y de los usuarios de productos médicos o de pro-
teccion personal que las tienen incorporadas, la realizacion
de este ensayo seria un avance orientativo. Es importante
recordar aqui que, en el ensayo, se deben utilizar los con-
troles adecuados.



Interaccién de NPs en los cultivos in vitro

+ Nano objetos llegan a la célula por sedimentacion (NPs
agregadas) o por difusion (NPS individuales).

+ Esto dependeria especialmente de su tamafio

* El agregado de las NPs estd influenciado también por el
medio de cultivo y propiedades fisicoquimicas

Que pasa cuando el nano objeto entré a la célula (4)

1.La distribucion de las NPs en distintos 6rganos depende
de las caracteristicas fisicoquimicas, de la carga eléctrica,
forma, composicion del nucleo y de la cubierta.

2.Puede interactuar con los componentes biolégicos y alte-
rar la funcion celular

3.La localizacién intracelular dependera de sus propieda-
des fisicoquimicas, tamafio y dosis

4.In vivo los nano objetos tienden a terminar principalmen-
te en las células del sistema fagocitico de macréfagos.
(MPS)

5.Se debe considerar realizar el ensayo de citotoxicidad in
vitro tanto en células fagociticas y no fago citicas

Interferencias para tener en cuenta

Se ha demostrado que las NPs pueden interferir en los
ensayos colorimétricos de citotoxicidad MTT, XTT, LDH y
DCF.

Algunas NPs pueden dispersar/absorber la luz e interfe-
rir con las mediciones.

La eliminacion de nano objetos mediante centrifugacion
antes de leer el ensayo puede reducir las variaciones en los
datos generados

de nano toxicologia. Los resultados mostraron buena co-
rrelacion con datos obtenidos in vivo.

Podemos citar como ejemplo:

EpiDerm que fue utilizado para evaluar corrosién e irrita-
cion de la piel y potencial nanotoxicidad por nanoparticulas
de didxido de titanio.(6)

EpiAlveolar en cambio, fue utilizado para predecir el ini-
cio de la fibrosis pulmonar por exposicién prolongada a
nanotubos de carbono (7)

Estos modelos in vitro, organotipicos, son prometedores
para aplicaciones en nanotoxicologia.

Los esferoides celulares son otro de los modelos biol6-
gicos in vitro utilizados en toxicologia. Al tener una mayor
vida mediay, en consecuencia, ser adecuados para realizar
estudios de exposicion crdnica a ciertos agentes téxicos (8).

Qué son los esferoides celulares:

Estructuras que forman naturalmente una esfera multi-
celular, que se organiza en capas celulares y exhibe pro-
piedades diferentes a las de las células que crecen en una
monocapa 2D.

Sus caracteristicas principales respecto de los cultivos 2D
son:
* Incremento en la viabilidad celular
+ Morfologia estable
+ Capacidad de polarizacion
* Interaccionesy uniones celulares
+ Actividad metabdlica incrementada

Citotoxicidad inducida por estrés
oxidativo

En casos que la toxicidad sea indu-
cida por especies oxigeno reactivas
(ROS) el nanomaterial no tiene nece-
sariamente que entrar a la célula para
producir citotoxicidad.

Una situacién similar se da cuando
la citotoxicidad es inducida por la li-
beracién de iones como en el caso de
nanomateriales con ZnO y Ag

Atomica
Métodos para evaluar nano
toxicidad en modelos celulares

Muchas caracteristicas importantes
de las células que crecen en mono-
capas difieren sustancialmente con
las de las de las mismas células en el
tejido vivo . En varias publicaciones se
han utilizado modelos 3D para anali-
zar toxicidad de nanomateriales . (5)

Existen actualmente modelos in vi-
tro en 3D reconstituidos con células
humanas (RHE) de distintos 6rganos
que ya fueron probados en ensayos
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Ademas de ello, se ha observado que el comportamiento
3D de las células arregladas en esferoides se asemeja por
mucho al comportamiento que las células tienen in vivo en
un organismo multicelular (9) (10)

Ventajas del uso de esferoides celulares

Algunas de las ventajas para el uso de los esferoides
respecto de su contraparte en 2D, es que permiten el es-
tudio de las interacciones célula-célula y célula-matriz
extracelular.

Los estudios realizados en cultivos 3D se han intensifi-
cado por la necesidad de generar modelos in vitro de célu-
las humanas, lo cual permitira estudiar en profundidad las
respuestas celulares y moleculares derivadas de este tipo
de células.

Un ejemplo es el caso de la hepatitis C, en el que las eva-
luaciones clinicas de la respuesta a patégenos especie-es-
pecificos y la toxicidad hepatica ha sido evaluada en culti-
vos 3D, (11)

En el caso de las evaluaciones de NMs en sistemas 3D, se
ha reportado que la unién e internalizacién de estos puede
ser diferente a la respuesta en monocapa, debido a la com-
pleja fisiologia de los cultivos esferoidales.

El citoesqueleto tiene un papel determinante en la inter-
nalizacion de las NPs en los cultivos 3D, no asi en los 2D,
siendo la macropinocitosis el mecanismo principal por el
cual las NPs se internalizan en los cultivos 3D.

Estos modelos in vitro de cultivo celular tratan de imitar
en la medida de lo posible, el microambiente celular in vivo,
siendo ademas de ello, un modelo relativamente sencillo y
mucho mas barato que los modelos animales (11)

Actualmente se ha reconocido a los esferoides como el
modelo celular intermediario entre los analisis in vitro y los
estudios in vivo (12)

¢Hay ejemplos de esferoides utilizados para evaluar
nano materiales?

La gran mayoria de los estudios reportados sobre el
uso de esferoides para la evaluacion citotéxica de nano-
particulas (NPs) se basan en la comparacién de sus efectos
citotdxicos, su capacidad de internalizacion y difusién en
cultivos celulares en monocapa (2D) y en esferoides (3D):

Se ha descripto la evaluacion de NPs de metales y éxidos
en estos sistemas tridimensionales.

Se ha evaluado el efecto citotoxico y la capacidad de in-
ternalizacién de nanoparticulas de diéxido de titanio (NPs
TiO2) en cultivos celulares de osteoblastos humanos para
estudiar las respuestas de la interaccién célula-célula en el
tejido 6seo.. Después de 72 horas de exposicion a las NPs
TiO2, la viabilidad celular no se vio afectada.

Por otro lado las concentraciones elevadas de NPs TiO2
indujeron la expresién de citosinas proinflamatorias y fac-
tores de crecimiento involucrados en la homeostasis del
hueso y la osteolisis (13).

Otras NPs de 6xidos que han sido evaluadas en cultivos
de 2D y de esferoides son las de éxido de zinc (ZnO NPs).

Chiay colaboradoes en 2015, mostraron la capacidad
de las ZnO NPs de 25 nm de diametro de inducir una
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Seguridad

respuesta citotoxica de muerte celular dependiendo
del tipo de arreglo dimensional que tenian las células
del colon. Ademas, estos autores propusieron la idea
de la dindmica de recambio celular presente en los
esferoides, los cuales se comportan como “capas de
cebolla”, cuyas células se desprenden por el dafio
generado y por los procesos de inflamacién causados
por la exposicidén a las NPs; esto permite que exista una
capa inferior de células viables la cual responde de for-
ma diferente a los efectos de las NPs dependiendo de
su arreglo dimensional (14).

La citotoxicidad de algunos nanomateriales luminiscen-
tes también ha sido evaluada mediante el uso de esferoi-
des, como, por ej. nanoparticulas de silice mesoporosa car-
gadas con gadolinio (15).

Que aprendimos con la utilizacion de
nanomateriales en aplicaciones médicas

+ Los NM mostraron su efectividad para tratar enfermeda-
des simples y complejas.
+ Transformaron alguno de los tratamientos tradicionales:
Por ej.: un nuevo enfoque para la regeneracion de tejido
6seo es cultivar, sobre un andamio de grafeno, células ma-
dre de médula 6sea de ratdn que tienden a transformarse
en células generadoras de hueso llamadas osteoblastos.
Las células se multiplicaron y se diseminaron dentro de
la red de poros, sefial positiva que demostré también la
biocompatibilidad de los andamios y la capacidad de las
células para colonizarlos. (16).

Produccién de Vacunas (17)

+ El desarrollo y despliegue de vacunas COVID-19 de pri-
mera generacion, que abarcan acidos nucleicos o vecto-
res virales, ha avanzado a un ritmo fenomenal.

+ Las nanoparticulas pueden imitar las caracteristicas es-
tructurales del virus natural.

+ Las vacunas que contienen NPs proporcionan vias para
impulsar fuertes respuestas debido a que son capaces
de estimular el sistema inmune originando soluciones
robustas pero también reacciones adversas en algunos
individuos.

+ Utilizan un nanodelivery de nanoparticulas lipidicas (LNP)
para proteger al ARNm de modo que pueda llegar al ribo-
soma intacto para producir las proteinas antigénicas.

Antigenos encapsulados o de superficie

Las vacunas de nanoparticulas se pueden dividir en dos
grupos:

* (1) nanoparticulas que encapsulan dentro de su nucleo
proteinas virales ¢ acidos nucleicos que codifican para
dichas proteinas

* (2) nanoparticulas que presentan antigenos de vacunas en
su superficie

Diferencia entre ambos grupos

+ Las vacunas de nanoparticulas encapsulantes, protegen
a los antigenos durante el transporte intracelular y los
liberan de forma controlada.



+ Las nanoparticulas que muestran antigenos de vacunas
en su superficie pueden involucrar a las células presen-
tadoras de antigenos (APC)y / o promover de manera efi-
ciente el receptor de células B(BCR), conduciendo a una
potente inmunogenicidad

Conclusiones:

a.Como dijimos al principio la nanotecnologia avanza ve-
lozmente y sus aplicaciones se expanden a todas las
areas de la vida humana, animal y al ecosistema del pla-
neta en general.

b.Por ello las investigaciones relacionadas con eventuales
efectos toxicos de nanomateriales, nanofarmacos y na-
noparticulas en general, asumen una gran importancia.

c. Es necesario profundizar los conocimientos referidos a
los diferentes espectros de efectos tdxicos que cualquier
NM o NP pueda producir por uso intencional o exposi-
cion inadvertida

d.Cualquier estudio de toxicologia de un nuevo nanomate-
rial requiere un estudio in vitro de evaluacion de biocom-
patibilidad usando diferentes tipos de células en varias
formulaciones de medios de cultivo celular, y suspensio-
nes de nanomateriales con las mismas propiedades fisi-
cas y quimicas evaluadas simultdneamente

e. Los protocolos convencionales de las evaluaciones toxi-
cologicas han tenido que ser adaptados, y algunas veces
su optimizacién es complicada debido a las caracteristi-
cas fisicoquimicas de los nanomateriales. En ese sentido,
las evaluaciones del efecto citotdxico y de proliferacion
celular de los nanomateriales se han realizado de forma
tradicional en cultivos bidimensionales (2D). Los cultivos
celulares de arreglos tridimensionales se utilizan cada
vez mas, al existir evidencias contundentes sobre la di-
ferencia en la susceptibilidad que tienen los cultivos 2D
respecto de los esferoides o cultivos en 3D.

f. Otra preocupacion para el trabajo futuro es estandarizar
las condiciones y procedimientos; por lo tanto, es nece-
sario realizar estudios entre laboratorios y comparar da-
tos de cada laboratorio.

g. Es nuestra opinion que si bien las evaluaciones de estos
productos con ensayos no normatizados pueden llevar-
nos a conclusiones no totalmente precisas, es necesario
empezar a realizarlas con la mayor rigurosidad posible
especialmente con respecto a los controles, porque
siempre obtendremos informacién orientativa valiosa,
que impedira dafios graves.

Palabras clave: nanomateriales, nanoparticulas, evaluacion, seguridad,
cultivos celulares, citotoxicidad.

Referencias:

1. Dwivedi S, Saquib Q, Ahmad B, Ansari SM, Azam A, etal. J. Toxicogenomics: (2018) A
New Paradigm for Nanotoxicity Evaluation. Adv Exp Med Biol.1048:143-161.

2. ISO/TR 13121:2011 (EN) Nanotechnologies. Nanomaterial risk

3. Handule Lee (2019) In Vitro Cytotoxicity of Zinc Oxide Nanoparticles in Cultured Statens
Seruminstitut Rabbit Cornea Cells Toxicol. Res.vol.35, pp. 287-294

4. 1SO 10993-22:2017 Biological evaluation of medical devices — Guidance on nano-
materials

5. Karla Juarez-Moreno, Kathya Angiiis Delgado,Brenda Palestina Romero,* Rafael
Vazquez-Duhalt (2020), Evaluating the toxicity of nanomaterials in threedimensional
cellular models. www.mundonano.unam.mx | Mundo Nano 13(25), 157-171.

6. Priscila Laviola Sanches, Luths Raquel de Oliveira Geaquinto, Rebecca Cruz, Desirée
Cigaran Schuck, Marcio Lorencini , et al. (2020) Toxicity Evaluation of Ti02 Nanoparti-
cles on the 3D Skin Model: A Systematic Review Front. Bioeng. Biotechnol. Sec.Nano-
biotechnology, 8:575

7. Hana Barosova, Anna G. Maione, Dedy Septiadi, Monita Sharma, Laetitia Haeni, et al.
(2020). Use of EpiAlveolar Lung Model to Predict FibroticPotential of Multiwalled Car-
bonNanotubes ACS Nano 14, 3941-3956

8. Messner S, Agarkova |, Moritz W, Kelm (2013). Multi-cell type human liver microtissues
for hepatotoxicity testing. Arch Toxicol. 87(1):209-13

9. Huang BW, Gao JQ (2018) Application of 3D cultured multicellular spheroid tumor models
in tumor-targeted drug delivery system research. Journal of the Controlled Release
Society.270:246-259.

10. Antoni, D., Burckel, H., Josset, E., Noel, G., Antoni, D., Burckel, H., Noel, G. (2015) Three-
dimensional cell culture: A breakthrough in vivo. Int. J. Mol. Sci., 16 (3): 5517-5527

11. Stephen J. Fey, and Krzysztof Wrzesinski (2012) Fey SJ, Wrzesinski K. Determination of
drug toxicity using 3D spheroids constructed from an immortal human hepatocyte cell
line. Toxicol Sci. 127(2):403-411

12. Tchoryk, A., Taresco, V., Argent, R. H., Ashford, M., Gellert, P. R., Stolnik, S., ... Garnett,
M. C. (2019) Penetration and uptake of nanoparticles in 3D tumor spheroids. Bioconju-
gate Chemistry, 30(5): 1371-1384.

13. Souza, W., Piperni, S. G., Laviola, P, Rossi, A. L., Rossi, M. I. D., Archanjo, B. S., ...
Ribeiro, A. R. (2019). The two faces of titanium dioxide nanoparticles bio-camouflage in
3D bone spheroids. Scientific Reports, 9(1): 9309

14.Chia, S. L., Tay, C.Y., Setyawati, M. |. and Leong, D. T. (2015). Biomimicry 3D gastrointes-
tinal spheroid platform for the assessment of toxicity and inflammatory effects of zinc
oxide nanoparticles. Small, 11(6): 702-712.

15. Matsumoto, K., Saitoh, H., Doan, T. L. H., Shiro, A., Nakai, K., Komatsu, A., ... Tamanoi,
F. (2019) Destruction of tumor mass by gadolinium-loaded nanoparticles irradiated with
monochromatic X-rays: Implications for the Auger therapy. Scientific Reports, 9(1).

16.YiwenChenaXinyunSubDominicEsmailaEmilyBuckaSimon D.TranbThomasSzkopekcMar
taCerrutia (2022) Dual- templating strategy for the fabrication of graphene oxide, re-
duced graphene oxide and composite scaffolds with hierarchical architectures. Carbon
Volumen 189, 186-198

17. Mai N. Vua,b,c,d,y, Hannah G. Kellya,b,y, Stephen J. Kenta,b,e,*, Adam K. Wheat-
leya,(2021) . Current and future nanoparticle vaccines for COVID. EBioMedicine

74:103699

DICIEMBRE 2022  REVISTA SAFYBI 33


http://www.mundonano.unam.mx/

Comité de empaque farmacéutico

Material de empaque

Diplomatura en Packaging medicinal
Clase practica dictada en Barrier

Solution S.A.

En el marco de la segunda edicion de la Diplomatura en
Packaging Medicinal organizada por el Comité de Material
de empaque de Safybi, el dia 23 de junio del presente afio,
una de las clases sobre “Blisters y materiales para pouches”
se dictd en la sala de capacitacién de la empresa Barrier
Solution S.A. y estuvo a cargo del Ing. Horacio Nieco, Ge-
rente Gral. de la empresa y Coordinador del Médulo 2 de
la diplomatura.

Los asistentes fueron recibidos en las instalaciones
de la empresa, donde tras una charla introductoria de
los procesos y las particularidades del blister medicinal
como envase primario, pudieron recorrer la planta pro-
ductiva, validando los conceptos teéricos desarrollados
en la clase.

Por otra parte y siendo que la empresa cuenta con bliste-
ras planas y rotativas para realizar los ensayos de aproba-

B T TR e
Barrier Solution

ASTECEMOR BN FONMA DITLULI
% AL MERCADDFARMACEUTIER
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cion de los materiales, los asistentes pudieron visualizar los
procesos y los métodos de validacién a los que son someti-
dos los materiales.

Los temas abordados durante la visita, fueron:

- Fundamentos del uso del blister medicinal.

- Proceso de obtencién y estructura.

- Ensayos de validacion.

- La problematica de las microperforaciones en el alumi-
nio.

- Proceso de sellado y blisteado. Variables.

- Problemas producidos durante el termoformado y for-
mas de abordarlos.

- Utilizacién del alu alu. Problemas asociados.

- Problemas de hermeticidad en el blister. Soluciones posi-
bles.
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Material de empaque

La charla fue desarro-
llada de manera dual
(presencial y virtual para
quienes no pudieron con-
currir) de manera de dar-
le la posibilidad a todos
los alumnos, de acceder a
los contenidos previstos
en el programa de la Di-
plomatura.

Dada la buenarecepcion
e interés de los asistentes
en este tipo de activida-

: AN
des complementarias, el ' e
Comité se ha fijado como = = ' | N
objetivo poder seguir de- W =
sarrollando estas Vvisitas .. N 2
para otros temas a dictar 0 . > \\
en los distintos Médulos \‘?;':i \

= f .

Sl

de la Diplomatura, pre-
viendo realizar la préxima
actividad con similar dina-
mica, en el INTI donde se podran recorrer las instalaciones buyen a profundizar las habilidades de los alumnos en

de los laboratorios de ensayos de envases y embalajes. el uso, seleccion y resolucion de problemas de los ma-

Desde el Comité, entendemos que la complementa- teriales de empaque que interactian con los equipos de
cién de los conocimientos teérico practicos de los pro- envasado y los productos farmacéuticos que contieneny
cesos y los materiales del envase farmacéutico, contri- deben resguardar.
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