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Abstract- Starch is a natural polysaccharide, versatile and
widely available thanks to various native products of Peru, which
can be used for the development of new engineering materials. In
recent years, starch nanoparticles have been proposed as promising
materials for the development of new pharmaceuticals,
nutraceuticals or reinforcements (fillers). Hence, the objective of
this research is to produce starch nanoparticles from Peruvian
potato starches for transport and drug delivery, using enrofloxacin
(ENX) as a model drug. Starch nanoparticles were obtained using a
flash-nanoprecipitation. Tween®80 was used as a surfactant and
sodium tripolyphosphate (STPP) as a crosslinking agent. After the
elaboration, all the systems were characterized with various
morphological, structural and thermal tests, as well as the
encapsulation capacity and drug release of the systems were
studied. As a result, the size of the starch nanoparticles was in the
range of 10 to 150 nm in diameter, while the sizes of ENX-loaded
starch nanoparticles range between 60 and 240 nm. However, no
relationship was observed between the variants of potato starch and
the characteristics of the starch nanoparticles systems. In all cases,
it was shown that the release of ENX is dominated by Fickian
diffusive phenomena. In conclusion, the results indicate that starch
particles could be considered good alternatives for the preparation
of excipients due to the ease of preparation and the possibility of
controlling the release kinetics of drugs and active substances.
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Resumen— El almidon es un polisacdrido natural, versatil y
ampliamente disponible en cultivos peruanos, los cuales pueden ser
utilizados como materias primas para el desarrollo de nuevos
materiales de ingenieria. En los ultimos afios, las nanoparticulas de
almidon se han propuesto como materiales prometedores para
muchas aplicaciones, por ejemplo, para el desarrollo de nuevos
productos farmacéuticos, nutracéuticos o refuerzos (rellenos). En
base a ello, el objetivo de esta investigacion es desarrollar
nanoparticulas de almidon a partir de almidones de papas peruanas
para transporte y liberacion de farmacos, empleando enrofloxacina
(ENX) como farmaco modelo. Las nanoparticulas de almidon se
obtuvieron mediante una técnica de nanoprecipitacion flash
(rapida). Para esta técnica se utilizo Tween®80 como surfactante y
tripolifosfato de sodio (STPP) como agente de entrecruzamiento.
Tras la elaboracion, todos los sistemas se caracterizaron mediante
pruebas morfologicas, estructurales y térmicas; asimismo se estudio
la capacidad de encapsulamiento y liberacion de farmaco en los
sistemas. Como resultado, el tamafio de las nanoparticulas de
almidon estuvo en el rango de 10 a 150 nm de diametro, mientras
que las nanoparticulas de almidon cargadas con ENX obtuvieron
tamaiios entre 60 y 240 nm. Sin embargo, no se observo relacion
entre las variantes del almidon de papa y las caracteristicas de los
sistemas elaborados. Para todos los sistemas, se evidencio que la
liberacion de ENX se encuentra dominada por fenomenos difusivos
fickianos. En conclusion, los resultados indican que las particulas
de almidon podrian ser consideradas buenas alternativas para la
elaboracion de excipientes por la facilidad de preparacion y la
posibilidad de controlar la cinética de liberacion de farmacos y
sustancias activas.

I. INTRODUCCION

La nanotecnologia ha revolucionado distintos campos en la
disciplina de la ingenieria y ciencia de materiales, logrando el
disefio de “nanomateriales”, materiales que, dependiendo de la
fuente de origen, se pueden elaborar a partir de materiales
organicos e inorganicos [1]. Especificamente, para estos
materiales se considera que alcanzan la escala nanométrica
cuando, al menos una de sus dimensiones, tiene un tamafio
menor a 100 nm [2], aunque otros autores consideran
nanoparticulas a particulas con diametros menores a 500 nm
[3,4] o, incluso, diametros menores a 1000 nm [5].
Especificamente, en la medicina y farmacia, se han
desarrollado particulas novedosas tales como nanocapsulas,
nanoesferas, nanogeles, nanoparticulas metalicas, entre otras
[6], las cuales ofrecen propiedades muy interesantes tales
€Omo como:

- Permeabilidad y movilidad en membranas.

- Capacidad de absorcion y adsorcion de sustancias activas.

- Disminucidn considerable de toxicidad en sistemas
soportados en nanoparticulas.

- Liberacion controlada de sustancias activas durante el
transporte, localizacion y distribucion del farmaco en un
tejido, organismo y/o membrana.

- Mejor eficiencia de encapsulamiento/absorcion de
farmacos (hidrofilicos y lipofilicos).

- Estabilidad en suspensién gracias a la carga superficial.

Sin embargo, diversos autores también describen ciertas
limitaciones como las posibles agregaciones entre particulas
[7] o que se desconocen las tasas de toxicidad a largo plazo
[2]. Particularmente, se ha investigado ampliamente el
desarrollo de nanoparticulas de caracter polimérico debido a
diversos factores. Los polimeros empleados (p.e. poliacrilatos,
PVA, npolicaprolactona, etc.) han demostrado ser
biodegradables, biocompatibles, sencillos de sintetizar y
modificar, solubles y/o dispersables en agua y no citotoxicos
[8]. De la misma manera, ciertos biopolimeros (p.e. quitosano,
colageno, almiddn, alginato, etc.) han demostrado tener mejor
biocompatibilidad y gran disponibilidad; a contramano, son
bastante heterogéneos y dependen de las caracteristicas de la
fuente biolodgica [9].

Uno de los biopolimeros mas importantes, y que han
gozado de gran aceptacion, es el almidén. El almiddn es un
carbohidrato empleado en las industrias de alimentos, de
aditivos y de medicamentos debido a su gran versatilidad y
funcionalidad, sirviendo como ingrediente base para la
elaboracion de pastas y suspensiones estables, principalmente
[10]. En la naturaleza, el almiddn representa la reserva
energética mas importante para las plantas y se forma en el
citoplasma de las células vegetales, pudiendo presentar
diferencias en base a la fuente bioldgica [11].
Estructuralmente, el almiddn es una macromolécula
semicristiana que se encuentra en forma de granulos
compuestos por dos carbohidratos derivados de la glucosa:
amilosa y amilopectina. La amilosa es una cadena polimérica
lineal formada por unidades de glucosa que forman enlaces a-
1,4-glicosidico y representan entre el 20 y 30% en masa del
almidon [12]. La amilopectina, por otro lado, es una cadena
polimérica de glucosa con un alto peso molecular con una
estructura similar a la amilosa, salvo por la presencia de
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ramificaciones con enlaces tipo a-1,6-glicosidicos vy
representan entre el 70-80% de masa restante [13]. Ambas
moléculas se encuentran empaquetadas en los grénulos y la
proporcion de ambas puede diferir segin la fuente [14]. Por
ejemplo, en las papas, el almidon representa entre el 15 y 20%
de la masa y se encuentra formando granulos elipticos en un
rango de 10-100 um de diametro promedio [15].

Por otro lado, las nanoparticulas a base de almidén han
demostrado ser una opcién favorable para fabricar materiales
y sistemas de transporte en el campo de la biomedicina [14] y
en la industria farmacéutica [16] , siendo muy Utiles para la
fabricacién de excipientes. Dentro de las propiedades de las
nanoparticulas de almidén, reportadas en la literatura,
encontramos caracteristicas como la biocompatibilidad,
citotoxicidad y comestiblidad [17]. Adicionalmente, se han
reportado estudios donde estas particulas se emplean como
sustratos para la elaboracion de nuevos medicamentos para
tratar enfermedades dermatoldgicas, gastrointestinales,
respiratorias, oculares y ginecoldgicas. [18]. Por otro lado,
diversas técnicas se han reportado para obtener nanoparticulas
de almidoén tales como la emulsificacion simple [19], doble
emulsificacion [20], recristalizacién [21], electrospray [9] e
hidrélisis [22]. Sin embargo, multiples estudios indican que
una manera eficaz y sencilla de para obtener nanoparticulas de
almidén es por el método de desplazamiento de solvente,
también conocido como nanoprecipitacién. El método fue
elaborado por Fessi et al. [23] y se basa en la deposicion
interfacial de cadenas poliméricas seguido de un
desplazamiento de un solvente semipolar soluble en agua.
Entre las ventajas que ofrece la nanoprecipitacion  se
encuentra la baja complejidad y el bajo consumo energético,
ademas es aplicable en a diversos polimeros como PLGA,
PLA, poli-e-caprolactona proteinas y polisacaridos como el
almidoén [24]. Estudios previos desarrollados por Hebeish et
al. [25] y Naggar et al. [26] demuestran que es posible
desarrollar nanoparticulas de almidén por este método,
aprovechando que el almidén se puede retrogradar en
presencia de medios alcalinos y conglomerar en particulas en
presencia de medios no solventes. No obstante, se podria
explorar la aplicacion de esta tecnologia hacia variantes no
comerciales de almidén, como lo son las papas nativas, que
son un recurso abundante a nivel Sudamérica.

En base a lo mencionado, el objetivo de la presente
investigacion es desarrollar nanoparticulas de almidon a partir
de almidones de papas nativas usando el método de
nanoprecipitacion para el transporte de medicamentos. Para
este fin se usard enrofloxacina (ENX) como medicamento
modelo. La pregunta de investigacion que se plantea es ¢Cual
es el potencial del almiddén de papas nativas para la
elaboracion de sistemas de transporte y liberacion de
medicamentos? Las nanoparticulas de almidon fueron
caracterizadas morfolGgica y estructuralmente a fin de conocer
las propiedades y predecir sus potenciales aplicaciones. Las
cinéticas de liberacion se determinaron por diélisis y se
analizaron los perfiles de liberacion en base a diversos
modelos. Con este estudio se contribuird al desarrollo de

nuevos sistemas de transporte y liberacion de medicamentos
utilizando biopolimeros de origen natural como excipientes.

Il. METODOLOGIA

1) ELABORACION DE NANOPARTICULAS

A. Extraccion de almidon

El almiddn se extrajo de tres variantes diferentes de papa
(Solanum tuberosum) variantes “negra” (PN), “blanca” (PB) y
“Huamantanga” (PH) siguiendo el método de extraccion
sugerido por Fernando G. Torres et al. [14] y F. G. Torres et
al. [27]. Se tomé 1 kg de cada especie de papa y se procedié al
lavado, pelado, cortado y triturado en agua destilada.
Posteriormente, se dispuso la mezcla a sedimentacién durante
4 horas y se separ0 el sedimento del sobrenadante. El
sedimento fue resuspendido en una solucion acuosa de
metanol (1:1 en volumen) y colocado en reposo durante 1
hora. Finalmente, el precipitado se retira y se somete a secado
en estufa a 40°C durante 48 horas. Un esquema de extraccion
se puede apreciar en la Fig. 1.

Homogenizacién  Sedimentacién

/‘\ Secado @40°C

Q & — = — / \
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- & 4
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x = - \
Pelado =4 ) 4 )
Lavado del sedimento

(con agua, por triplicado)

Papas Papas
andinas peladas

Fig. 1. Esquema de extraccion de almidoén (elaboracion propia).

B. Elaboracién de nanoparticulas de almidon

Las nanoparticulas de almidon fueron elaboradas por la
técnica de nanoprecitacion, basado en los estudios de El-
Naggar et al. [26] y Hebeish et al. [25], con ciertas
modificaciones. Se empled Tween®80 (Sigma-Aldrich) como
agente surfactante y tripolifosfato de sodio 0 STPP (NasP301,
grado analitico) como agente de entrecruzamiento. Para la
elaboracion, 1 gramo de almidon de papa se dispersd en 70 ml
de una solucién acuosa con 0,3g de NaOH y se mantuvo en
agitacion constante a temperatura ambiente hasta la
homogeneizacion. Seguidamente, se afiade una solucion de
agente dispersante (0,2g de Tween®80 en 20 ml de agua) por
goteo (1 ml por minuto) mientras la solucién de almiddn se
mantiene en agitacion constante durante 1 hora.
Posteriormente, 10 ml de una solucién acuosa con 0,4 g de
tripolifosfato de sodio (NasP3O10, agente entrecruzante) se
afiaden por goteo a la solucién a un flujo de 1 ml por minuto y
se mantiene en agitacion por 4 horas para asegurar la reaccion
de entrecruzamiento, obteniendo al final un volumen total de
100 ml. Finalmente, se precipitan las particulas de almidén
afiadiendo 100 ml de etanol en agitacion constante hasta la
formacion de un precipitado blanco. Para recuperar las
particulas, la suspensién se centrifuga a 4500 RPM durante

22" LACCEI International Multi-Conference for Engineering, Education, and Technology: Sustainable Engineering for a Diverse, Equitable, and Inclusive Future at the Service
of Education, Research, and Industry for a Society 5.0. Hybrid Event, San Jose — COSTA RICA, July 17 - 19, 2024.



una hora, descartando el sobrenadante. Las particulas se
resuspenden en etanol y se centrifugan por 30 min, realizando
esto por triplicado para después disponer. Para la elaboracion
de particulas de almidén cargadas con enrofloxacina — ENX (>
99.3%, Zhejiang Goubang Pharmaceutical Co., LTD.) se
disolvio enrofloxacina (20 mg y 50 mg) en las soluciones de
Tween®80 y se afiadieron por goteo sin modificar los pasos
posteriores a la formacion de particulas de almidén. En la Fig.
2 se puede apreciar un esquema representativo y en la Tabla |
se muestra un resumen de las muestras cargadas con ENX.

TABLA I: Muestras elaboradas sobre las nanoparticulas de almidén.

Muestra Detalle de elaboracion

1g de papa negra, 0,2 g de
Tween®80, 0.4 g STPP

NP-PN

19 de papa negra, 0,2 g de
Tween®80, 0.4 g STPP
19 de papa blanca, 0,2 g de
Tween®80, 0.4 g STPP

NP-PB

NP-PH

19 de papa negra, 0,2 g de
Tween®80, 0.4 g STPP, 20 mg de
ENX.

19 de papa negra, 0,2 g de
Tween®80, 0.4 g STPP, 50 mg de
ENX
19 de papa blanca, 0,2 g de
Tween®80, 0.4 g STPP, 20 mg de
ENX
19 de papa blanca, 0,2 g de
Tween®80, 0.4 g STPP, 50 mg de
ENX
1g de papa huamantanga, 0,2 g de
Tween®80, 0.4 g STPP, 20 mg de
ENX
1g de papa huamantanga, 0,2 g de
Tween®80, 0.4 g STPP, 50 mg de
ENX

NP-PN 20 mg

NP-PN 50 mg

NP-PB 20 mg

NP-PB 50 mg

NP-PH 20 mg

NP-PH 50 mg
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Fig. 2. Esquema de elaboracion de particulas de almidén (elaboracion propia).

2) TECNICAS DE CARACTERIZACION

A. Caracterizacion morfoldgica

La morfologia de las nanoparticulas de almidon se evalud
usando un microscopio de fuerza atémica (AFM) Easyscan 2
(NANOSUREF) acoplado con una viga (cantiléver) con una
punta de <10 nm de radio, una constante nominal de 42 N/m a
una frecuencia de 179 Hz. Previamente, las muestras de
particulas obtenidas fueron resuspendidas en agua destilada y
sonicadas durante un minuto. Una gota de la suspensién se
coloca en una mica y se deja secar a temperatura ambiente. La
forma y diametro de las particulas se analizaron con el
software de analisis NANOSURF.

El tamafio de las particulas en suspension acuosa fue
medido segin la técnica de dispersion dinamica de luz
(Dynamic light scattering — DLS) empleando un equipo
NanoS90 Particle Size Analizer (MALVERN). 1 mg de
muestra de particula fue resuspendida en 1ml de agua y se
dejé en reposo por 5 min a 25°C, momento en el que se
alcanzo la homogeneizacion. Por cada muestra se realizaron 3
medidas de 30 barridos por medida. Los valores de los indices
de refraccion y de viscosidad utilizados fueron 0,8872 y 13330
respectivamente. El potencial Zeta se midié empleando un
analizador NANO ZS Zeta Potential Analyzer (MALVERN).
1 mg de muestra de particulas se resuspendié en 1 ml de agua
y se dispersé con sonicacion (30 min a 120W) con un
posterior reposo hasta homogeneizacion. El analizador emplea
un laser (Laser Doppler Velocimetry) para determinar la
movilidad electroforética, obteniendo el valor de potencial
zeta con la ecuacion de Smoluchowski [28].

vg = 4mey e, 6€ (1 +&r)

Donde € es la constante dieléctrica relativa y & es la
permitividad dieléctrica del vacio, p es la viscosidad de la
solucion, r es el radio de la particula y k es el pardmetro de
Debye-Huckel.

B. Analisis estructural

La espectroscopia infrarroja (FTIR) se realiz6 empleando
un  equipo  FTIR-7600  Spectrometer  (LAMBDA
SCIENTIFIC). Las muestras secas se mezclaron y prensaron
con KBr para poder formar “pellets” para los ensayos. Para
cada muestra, se realizaron 32 barridos a una resolucion de 4
cm-1 en un rango de nimero de onda de 4000 a 500 cm.

La difraccién de rayo X (XRD) fue realizada en un equipo
Bruker D8 Advance acoplado con un espejo paralelo Gobel y
un detector VANTEC PSD. El voltaje aplicado fue de 40kV,
la intensidad de corriente de 40 mA y se empled una fuente
Cu-Ka (A=0.15418 nm). La velocidad de barrido fue de 0,2s
con un intervalo de 0,023° y el rango de barrido fue de 5 a 70°
(20).

C. Estudios de absorcion y liberacion de farmaco

El estudio para medir la absorcion de ENX en las
particulas consistio en emplear 10 mg de muestra seca de
particulas para resuspenderlas en 5 ml de PBS (solucion buffer
de fosfato, pH=7,4). Las suspensiones se mantuvieron en
agitacion por 24h y, posteriormente, se centrifugaron y se
resuspendieron sobre el mismo sobrenadante por triplicado.
Finalmente, el sobrenadante se recupera para medir la
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absorcion de farmaco. La presencia de ENX se midid
empleando espectrofotometria UV en un equipo UV-VIS
Lambda 950 Perkin Elmer a 271 nm [29]. Para medir la
cantidad absorbida (EA) en las particulas se empled la
siguiente ecuacion:

Cantidad de ENX (mg)

~ Masa de la muestra (9) .. )

Para evaluar la tasa de liberacion de farmaco se realizaron
ensayos in-vitro. Aproximadamente 10 mg de muestra de
particulas se suspendieron en 1 ml de medio buffer (0,IM
PBS, pH 7,4) a 37°C y se colocaron en una membrana de
dialisis (float-a-lyzer). La membrana de dialisis con la
suspension se introdujo a un vaso con 10 ml de medio buffer a
37°C en agitacion constante. Durante diversos periodos de
tiempo (entre 30 y 480 minutos) se tomaron muestras de 1 ml
y se reemplazaron con solucion buffer fresca para mantener
volumen constante (10 ml). Para cada muestra tomada se
midi6 la cantidad de ENX empleando el equipo UV-VIS
descrito en la seccion anterior. Finalmente, todos los datos se
plotearon en curvas de “Liberacion acumulada (%) vs. Tiempo
(h)” y se realizaron analisis de cinéticas de liberacion
empleando diversos modelos.

3) ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados fueron analizados y expresados como
PromediotDesviacion Estandar. Los estudios de cinéticos y de
liberacion se analizaron empleando ANOVA en una plantilla
Excel (Microsoft Office 2010) El nivel de significancia
empleado fue p<0.05.

I11l. RESULTADOS Y DISCUSION

Las nanoparticulas de almidon se elaboraron por el
método de nanoprecipitacion-flash empleando Tween®80
como agente surfactante y Tripolifosfato de sodio-STPP
(NasP3010) como agente entrecruzante. El término “flash”
hace referencia a la velocidad de precipitacion de las
nanoparticulas. Estas nanoparticulas nuclean rapidamente en
presencia de un medio no solvente (etanol anhidro) que brinda
condiciones de supersaturacion [30]. La técnica de
nanoprecipitacion contempla que la separacion de las
nanoparticulas de almidén se debe realizar en medios
orgéanicos debido a que el cambio de polaridad permite la
precipitacion (desplazamiento en medio no solvente) [24].
Otros solventes empleados son la acetona, el hexano, cloruro
de metileno, dioxano y etanol [28-29], que tienen la capacidad
de disolver sustancias hidrofobicas, como diversos farmacos,
por lo que este método es muy empleado para la elaboracién
de sistema de encapsulamiento y transporte de sustancias
activas [30, 31]. El almidén fue disuelto en una solucién de
NaOH, lo que permitio la disrupcion de las cadenas de
polisacarido dentro de los granulos. En solucién alcalina, los
granulos de almiddn se hinchan, permitiendo la hidratacion de
cadenas con un debilitamiento de las interacciones de enlaces
puente hidrégeno y disrupcién de dominios cristalinos [21,

29]. Por otro lado, las cadenas de polisacérido cuentan con
grupos hidroxilos en los anillos de glucosa, los cuales pueden
interactuar con grupos fosfato del STPP (PO4?), formando
nuevos enlaces covalentes y creando entrecruzamientos de
caracter quimico. Este fenémeno quimico sucede dentro de las
gotas formadas por la accion del surfactante [35]. EI-Naggar et
al. [26] proponen un modelo en el cual los entrecruzamientos
se darian entre carbonos C6-C6, C3-C3, C6-C2 o C6-C3 de
los anillos de glucosa, el cual se puede apreciar en la Fig. 3.

Anillo de glucosa |
(representacion topaldgica) |

Fig. 3. Estructura propuesta para el entrecruzamiento de almidén con STPP. a)
entrecruzamiento entre carbonos C3-C3, b) entrecruzamiento entre carbonos
C6-C6 y c) entrecruzamiento entre carbonos C3-C6. Inserto: Representacion
de un anillo de glucosa. (Elaboracion en base al modelo descrito por Ref.

[26]).

Granulo
de
almidon

C-'Q

Entrecruzamiento y formacion
de nanoparticula de almidén

Gota de surfactante

Fig. 4. Representacion esquemética de un mecanismo propuesto de
formacion de nanoparticulas de almidon cargadas con medicamento.
Elaboracion propia. A) Estructura de los granulos de almidon (segin lo
descrito por [36]). B) Etapas de gelatinizacion y entrecruzamiento de las
moléculas de polisacarido. C) mecanismo de formacion de las nanoparticulas
de almidon.

Para la elaboracion de nanoparticulas de almidén, una de
las primeras variables a evaluar fue la proporcion de almidon
de papa sobre la cantidad de solucion de NaOH. Para esta
primera parte, se mantuvo constante la concentracion de
NaOH a 0.3%m/v y se mantuvo una proporcién constante de
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Tween®80 (0.2g Tween®80 : 1g almidon) y de STPP (0.4g
STPP : 1g almiddn) en base a lo reportado en numerosos
estudios para nanoparticulas de otros almidones [18, 33-36].
Por otro lado, se trabajé con soluciones de almidén al 1%, 5%
y 10% m/v basado en las proporciones reportadas por estudios
previos para otros almidones [21, 22, 37, 38]. Sin embargo, al
emplear suspensiones de almidén por encima del 5%m/v se
aprecia la aparicién de un precipitado de gran tamafio el cual
corresponderia a almidon gelatinizado producido por la
agregacion de cadenas de amilosa y amilopectina. Cabe
mencionar que el almidon de papa es un almidon que presenta
una densidad mayor y una estructura mas compacta en
comparacion a almidones de cereales [11], por lo que este
almidén tiene resistencia a la hidrolisis enzimatica y forma
suspensiones de viscosidad media y alta [40, 41]. Al finalizar
el proceso de disolucion de almidon, el desplazamiento se
realiza empleando etanol en proporcion 1:1 en relacion a la
suspension de almidén, el cual se afiade por goteo. Si bien
existen estudios previos que exploran el empleo de hasta 20
veces de volumen de etanol, [44], se optd por emplear la
proporcion 1:1 pues es la que ofrecid una precipitacion rapida
y adecuada.

La formacion de nanoparticulas de almidon se puede
explicar en base a la modificacion de la estructura interna del
almidén. Las cadenas de polisacaridos presentan grupos
funcionales *OH que pueden interactuar con otros grupos
funcionales, generando un entrecruzamiento quimico (cross-
linking). Este fendmeno permite generar puntos activos donde
podrian enlazarse compuestos activos (farmacos). Por
ejemplo, Shi et al. [45] propusieron que las sales fosfato
podrian servir para generar particulas de almidén con un grado
de entrecruzamiento tal que permita obtener particulas
esféricas y de tamafios homogéneos. Similarmente, EI-Naggar
et al. [26] entrecruzaron nanoparticulas de almidon con STPP
y los grupos funcionales fosfato presentaron interacciones,
aunque débiles, con los grupos amino e hidroxilo de la
molécula de diclofenaco. Tan et al. [46] realizaron una
modificacion de las cadenas de almidon con grupos acetatos
para controlar el tamafio de las nanoparticulas en funcién del
agente entrecruzante y, posteriormente, Minimol et al. [47]
sugirieron que los grupos acetato pueden interactuar con
moléculas como la insulina. Otros estudios sugieren que el
almidén podria mezclarse con otro polisacarido como el
quitosano para mejorar la resistencia a medios acuosos Yy
transferir sustancias como 4&cido aminosalisilico [48] o
albimina [49]. En todos los casos, se demostrd que existe una
interaccion entre los grupos funcionales de las moléculas de
farmaco y los grupos funcionales de los excipientes. Por otro
lado, el empleo de surfactante Tween®80 es indispensable
debido a que varios farmacos son liposolubles. Ello brinda un
medio para disolver el medicamento y generar un medio de
contacto entre grupos funcionales [50]. Un modelo del
mecanismo de formacién de nanoparticulas de almidén se
puede apreciar en la Fig. 4.

Para evaluar la morfologia de las nanoparticulas de
almidén se empled la microscopia de fuerza atdmica (AFM)
junto con la dispersion dindmica de luz (DLS). Se tomaron
como referencias ciertas imagenes para realizar un célculo del
didametro aproximado. Como se puede apreciar en las
imagenes de la Fig. 5, las nanoparticulas presentan formas
redondeadas, aunque es posible encontrar aglomeraciones. Por
otro lado, se puede apreciar que existe una tendencia en cuanto
a los tamafios de las nanoparticulas. Por ejemplo, las
nanoparticulas cargadas elaboradas junto con 20 mg de ENX
presentan tamafios entre 60 y 170 nm; mientras que las
nanoparticulas elaboradas con 50 mg de ENX presentan
tamarios entre 120 y 240 nm. Adicionalmente, las imagenes
muestran que los tamafios pueden llegar a ser bastante
heterogéneos, aun cuando se mantuvo la cantidad constante de
surfactante. Posiblemente se deba a la presencia de
aglomeraciones debido a las interacciones entre las
nanoparticulas, especialmente los grupos fosfato. De manera
complementaria, los analisis por DLS (Tabla Il) demuestran
que las nanoparticulas presentan tamafios de diametro
hidrodinamico entre 171 y 224 nm. De los valores de
diametros obtenidos, no se aprecia que las NP presenten el
fendmeno de hinchamiento, en comparacion a otras
nanoparticulas de biopolimeros [51, 52]. Los valores de
polidispersion estdn cercanos a 0.5, por lo que las
nanoparticulas presentan tamafios heterogéneos. Ello se puede
comprobar con las imagenes AFM. Finalmente, es importante
mencionar que los valores de potencial zeta suelen estar entre
-4y -11 mV, lo cual esta dentro del rango [-30 mV ; +30mV],
lo que indica que las nanoparticulas forman suspensiones
coloidales inestables, probablemente debido a la posibilidad
de formar agregados por atracciones de Van der Waals [53,
54]. Estudios previos indican que el didmetro para
nanoparticulas de almidoén, elaboradas por nanoprecipitacion,
puede oscilar entre 20 y 200 nm. EI-Naggar et al. [26]
obtuvieron nanoparticulas entre 20 y 80 nm empleando
almidon de maiz; mientras que Simi et al. [55] obtuvieron
nanoparticulas de hasta 75 nm empleando almidén de yuca.
Empleando el mismo método, Hebeish et al. [25] obtuvieron
nanoparticulas de hasta 400 nm a partir de almidén de maiz
nativo, concluyendo que este tamafio se puede controlar con el
contenido de surfactante. Para este estudio, la proporcion de
surfactante se mantuvo constante y se deduce que los tamafios
suelen ser heterogéneos y no se aprecia una relacion entre la
variedad del almidén de papa y el tamafio de las
nanoparticulas. Por otro lado, las nanoparticulas no
demostrarian cambios significativos en su tamafio cuando se
encuentran en suspension acuosa. Los valores de potencial
Zeta se encuentra entre 0 mV y -10 mV (dentro del rango -30
mV a +30mV), lo que indica que estas particulas no
presentarian estabilidad coloidal [42, 43]. Ademaés, se observa
que el diametro hidrodinamico no varia significativamente en
comparacion a los didmetros obtenidos por microscopia AFM.

El espectro FTIR de nanoparticulas de almidon (Fig. 6)
muestra un pico a 1211 cm™y 1213 cm™, que corresponde a
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vibraciones de estiramiento antisimétricas de los grupos PO,
y una sefial a 1159 cm™ correspondiente a la presencia de
formas P=0 [26]. Adicionalmente, la banda entre 3300 cm™ y
3200 cm—1 se vuelve mas ancho evidenciando,
probablemente, una reduccion de grupos OH, propio del
entrecruzamiento. En el caso de las nanoparticulas de almidén
cargados con ENX (muestras NP-PN 20 mg y NP-PN 50 mg),
se aprecia la aparicion de bandas caracteristicas de ENX a 717
cm? y 770 cm? (fltor enlazado) [56], asi como las bandas
entre un traslape en los picos caracteristicos de ENX a 1120
cmy 1155 cm™ hacen referencia al enlace F-C de ENX [57].
Adicionalmente, otras bandas caracteristicas de ENX se dan
entre 1635 cm y 1650 cm™ correspondiente a contracciones
de enlaces C=0 [58]. No obstante, no se aprecian ciertos picos
caracteristicos de ENX en 1335 cm™ (vibracion C-N), 1252
cm? (vibracion C-F), y sefiales en 1464 cm™ y 1510 cm?
(C=C) [59, 60]debido a traslapes con las bandas de las
nanoparticulas de almidén. Segun lo reportado, se evidencia la
absorcion de ENX en las nanoparticulas de almiddn,
especialmente en la muestra NP-PN 50 mg, la cual presenta
una mayor cantidad de ENX absorbida. No obstante, no se
evidencia la aparicion de picos extrafios, lo que indica que no
se han formado nuevos enlaces quimicos entre ENX y cadenas
de almidon.

La Fig. 7 muestra la difraccion de rayos X para las
nanoparticulas de almidén. Para las nanoparticulas de almidén
se aprecian los picos caracteristico de las nanoparticulas de
almiddn a 8,6°, 14° y 20°, relacionados con el exceso de STTP
[61], y los picos a 15° y 17° relacionados con las
nanoparticulas de almidén. Por otro lado, el difractograma de
ENX muestra picos caracteristicos en 20 = 7.3°, 26 = 9.8° y
20 = 15° [62], los cuales no aparecen para las muestras NP-
PN 20 mg y NP-PN 50 mg. Este comportamiento demuestra
gue ENX se presenta en un estado amorfo y/o disperso en las
nanoparticulas [25, 26], y los estudios de FTIR demostrarian
que se ha logrado absorcién en las particulas. Ello es posible
debido a que ENX es soluble en soluciones de Tween®80
[63], la cual reduce las zonas cristalinas e incrementa la
capacidad de interaccién entre las moléculas de ENX vy las
nanoparticulas de almidén.

Tabla Il. Resumen de didmetros de las nanoparticulas de almidén medidos por
microscopia de fuerza atémica (AFM) y dispersion dinamica de luz (DLS) a
25°C; y de valores de potencial Zeta (mV). [Promedio + DS]

:)Driéinr?:;g Diametro Zeta
Muestra medido por hidro(t:]irrTl]é)lmico Pcz:s:m;;al
AFM (nm)
A48 £ 25.
NP-PN 10- 100 g(igfz oéic?)l -10.60
NP-PB 50 - 130 6&;3?;;235 -4.50
NP-PH 80- 120 5((;;(?::322'71)5 5.92
NP-PN 20 mg 60 -130 nm 17(1F;3|i=1&§17 4')”" -9.45
NP-PN50mg | 130-210nm 26(5F;§|i=3§ Z:l';m 841
NP-PB20mg | 70-150 nm 16(i;éli=2§ f;z';m 11081
NP-PB50mg | 120-240 nm 20(5F;3|i=4g 4215 4;"” 4.02
NP-PH20mg | 80-170nm 17(i;éli=2&f:5?m -11.68
NP-PH50mg | 150240 nm 22;;§|i:3; ':748')1”‘ -9.30

a) b)
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Fig. 5. Imégenes representativas de microscopia AFM para las muestras a)
NP-PB, b) NP-PB 50 mg.

La eficiencia de absorcion de ENX en las nanoparticulas
de almidén se determind por espectroscopia UV y se registrd
en la Tabla N°III. El atrapamiento de enrofloxacina para las
muestras NP-PN 20mg, NP-PB 20mg y NP-PH 20mg oscila
ente 11 y 13 mg de ENX por gramo de muestra, lo que indica
una eficacia de atrapamiento de oscila entre 42.7% y 45.2%.
Por otro lado, el atrapamiento de enrofloxacina para las
muestras NP-PN 50mg, NP-PB 50mg y NP-PH 50mg oscila
entre 21.3 y 23.8 mg de ENX por gramo de muestra, lo que
indica una eficacia de atrapamiento de oscila entre 59.7% y
65.4%. La absorcion de enrofloxacina depende del contenido
de surfactante (Tween®80) y la ENX es una fluoroquinona
soluble en polisorbatos [63]. En este caso, no se aprecia una
influencia segun el tipo de almidén y la capacidad de
absorcion de ENX; sin embargo, si se aprecia que existe una
mayor masa de ENX absorbida en cuanto exista mayor
disponibilidad de farmaco en la solucion. Por otro lado, los
valores mas altos de eficiencia se logran para la muestra NP-
PN 20 mg, mientras que la mayor cantidad de ENX se absorbe
en la muestra de NP-PB 50 mg. Existen reportes que
mencionan que la eficiencia de entrampamiento y/o
encapsulamiento es mayor en cuanto las nanoparticulas son
mas pequefias o tienen valores altos de potencial zeta [25],
[64]; sin embargo, eso no queda evidenciado en el presente
estudio, por lo que se necesitaria mayor investigacion para
nanoparticulas de almidon de papa.

Para evaluar la tasa de liberacion de ENX absorbido en
nanoparticulas de almidon, se llevaron a cabo una prueba de
liberacion in vitro en PBS (pH=7,4) a 37°C a modo de simular
un fluido corporal. Para En la Fig. 8 se muestra la liberacion
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acumulada de ENX (MyM-) de las diferentes formulaciones
en un periodo de 24 horas. Para todas las muestras, al inicio se
presencia una liberacion ripida de firmacos (burst release) en
los primeros 30 minutos y se asocia a la desorcion de ENX
depositado superficialmente; y, en cuanto a la tasa de
liberacion, esta varia entre 44% y 65%. Adicionalmente, se
observa que la tasa de liberacién rapida es menor para las
muestras elaboradas con 50 mg de ENX. Esto podria deberse a
que al tener mayor concentracion de ENX, se logra una mejor
interaccion entre fidrmaco y el darea superficial de las
nanoparticulas, tal como mencionan las teorias de El-Naggar
et al. [26] y Qin et al. [37].

NP-PN 50mg
|
e

NP-PN 20mg Ll

NP-PN

Transmittance (A.U.)

Wavenumber (cm*}

Fig. 6. Espectro FTIR de las nanoparticulas de almidon.
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Fig. 7. Difractograma XRD de la muestra de nanoparticulas de almidén sin
carga y cargados con ENX.

Tabla III. Eficiencia de encapsulamiento de ENX en nanoparticulas de
almidén.

Encapsulamiento de ENX por L
. % Eficiencia de
Muestra gramo de nanoparticulas de almidén .
encapsulamiento
(mg/g)
NP-PN 20 mg 13.086 + 1.03 65.43 +7.85
NP-PN 50 mg 22,627 £2.14 45.24 £9.44
NP-PB 20 mg 12.769 + 0.72 63.85 £ 5.61
NP-PB 50 mg 23.832£1.38 47.67 £5.77
NP-PH 20 mg 11.96 +0.81 59.78 + 6.79
NP-PH 50 mg 21.36 £1.85 42.72 +8.66
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Fig. 8. Perfil de liberacion in vitro representativo (pH=7,4) a 37°C para

nanoparticulas de papa “negra” (NP-PN 20 mg y NP-PN 50 mg)

La segunda fase de liberacion, que corresponde a las 23
horas posteriores, se le atribuye a la difusion de ENX a través
de la red de entrecruzamiento de las nanoparticulas. En todos
los casos, los perfiles de liberacion son similares. La
liberacion se vuelve lenta y prolongada, sin verse influenciada
por el tipo de almidon o el tamafio de las nanoparticulas. En
cuanto a las muestras elaboradas con 50 mg de ENX, las tasas
de liberacion son menores debido a que las moléculas de ENX
deben de difundir por las nanoparticulas. En conclusion, se
aprecia que la cantidad de ENX empleada en la formulacion
influye en la eficiencia de encapsulamiento y en la tasa de
liberacion. Se logran mayores cantidades de absorcion de
ENX y velocidades de liberacion controladas con mayores
cantidades de ENX empleadas en la formulacion. No obstante,
se podria investigar el efecto de otros tipos de almidones para
conocer si existe una influencia en cuanto a capacidad de
encapsulamiento y/o liberacion.

Por ultimo, se realizo un estudio de liberaciéon de ENX
con cuatro modelos matematicos, los cuales se detallan en la
Tabla IV. De acuerdo al modelo sefialado por Korsmeyer-
Pepas, el exponente difusional presenta valores menores a
0.15 (R? > 0.9) para todos los casos, lo que indicaria que la
liberacion de ENX est4 controlada por la difusion fickiana o
difusion  molecular [65]. Resultados previos para
nanoparticulas de almidon concluyen que el mecanismo de
liberacion se encuentra dominado por mecanismos fickianos
debido, principalmente, a las interacciones moleculares entre
ENX y cadenas de almidon (interacciones de Van de Waals
y/o enlaces de puente hidrogeno tipo F-H y O-H) [26], [37],
[66]. Sin embargo, nanoparticulas de almidon funcionalizadas
con otros biopolimeros como quitosano [67] o alginato [68]
han reportado que, ademas de presentar fenomenos de difusion
fickiana, también se logra apreciar fenomenos de relajacion de
la red polimérica, lo que podria servir para mejorar y/o
controlar el efecto de liberacion. Debido a que las
nanoparticulas de almidon presentaron una gran liberacion de
ENX al inicio (burst release), se opto por evaluar el modelo de
Korsmeyer y Peppas considerando el efecto de burst release.
Al aplicar este modelo, se aprecia que aplica muy bien para las
muestras NP-PX 50mg (R? > 0.9), pero sucede lo contrario
para las muestras NP-PX 20mg. En todos los casos, el ajuste
es mejor si no se considera el término “a”.

Adicionalmente, se utilizaron otros dos modelos para
describir el comportamiento de liberacion de ENX: el modelo
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de Higuchi y el modelo cinético de primer orden. El modelo
de Higuchi describe el fenomeno de liberaciéon considerando
un estado pseudo-estacionario y empleando el término de
tiempo t'? [69], mientras que el modelo de cinética de primer
orden se puede emplear para evaluar la disoluciéon absorcion
de medicamentos solubles en agua (Dash et al., 2010). El
modelo de Higuchi presentd resultados de R2 (>0.95) mas
altos para los sistemas NP-PX 50mg, mientras el modelo
cinético de primer orden no se ajusta adecuadamente a ningin
sistema (R?<0.95).

Como se ha detallado anteriormente, la capacidad de
absorcion y liberacion de farmaco ENX, para el caso de
nanoparticulas de almidon, ha dependido de la cantidad de
ENX empleada en la formulacion (considerando la
concentracion de Tween®80 constante). A cantidad mayor de
ENX se producen interacciones moleculares que incrementan
la capacidad de absorcion; y esto explicaria el comportamiento
controlado de liberacion [67]. En base a la Fig. 8, se aprecia
que a menor presencia de ENX, la liberacion es rapida,
posiblemenete debido a que el farmaco se deposita solo
superficialmente. Eso se debe posiblemente a que las
nanoparticulas nuclean primero ante la poca disponibilidad de
ENX, logrando que la poca cantidad de ENX se deposita en la

superficie. Ello podria resultar en sistemas con liberaciones
bastante rapidas de ENX [60]. En todos los casos, la liberacion
de farmaco ENX en las nanoparticulas de almidén se rige
principalmente por la difusion molecular. Cabe mencionar
que, en la mayoria de los casos, se busca una liberacion
controlada para evitar altas concentraciones en la liberacion
inicial. En el caso de medicamentos administrados por via oral
o0 via intravenosa, es indeseable el efecto de burst release, por
lo que se debe suprimir este efecto. Estudios adicionales
sugieren que podrian utilizarse otros biopolimeros para formar
mezclas como quitosano-almidon [67], alginato-almidon [68]
o funcionalizaciones en almidon [70, 71] para reducir la
liberacién inicial y que la cinética sea controlada por
fenomenos asociados a las interacciones de las cadenas y de la
red, especialmente si se empleasen menores cantidades de
farmaco. Sin embargo, en algunos casos, se requiere una
liberacion réapida inicial, como en el tratamiento de heridas, lo
que se lograria controlando la liberacion inicial (burst release)
[72]. La posibilidad de adaptar la cinética de liberacion podria
proporcionar un método sencillo para preparar sistemas de
administracion de farmacos empleando almidén como
excipiente.

Tabla IV. Modelos matematicos y resultados estadisticos de regresion para evaluar el comportamiento de liberacion de las nanoparticulas de almidon cargadas con

ENX.
Modelos cinéticos
Modelo de Korsmeyer-
Modelo de
Muest Pepas (considerando el Cinética de primer orden Modelo de Higuchi
uestra Korsmeyer-Pepas
término burst release; Mt Mt .
M ) In [1 —a] = e o= Kati?
_:]\’kpt" Mt Mea Moo
M., = K,-,pto"“ ta
Mt Mt Mt Mt i
— = 0.652t01188 = 01009t%4% + 05746 Ln [‘1 ——| = —0.057t— 1.2067 — = 0.0754t%2 + D.605
NP-PN 20 mg M., Hea M., M..
(R = 09586) (R2 = 0.8492) (R2 = 0.7628) (R% = 0.8191)
Mt Mt Mt Mt ,
— = 0.516t01470 == 0.1096t%43 4+ 0.4221 Ln [‘l - —] = —0.051t — 0.6886 — = 0.0826t42 + 0.4535
NP-PN 50 mg M. Me, M. M.
(R? = 0.9925) (RZ = 0.9507) (R2 = 0.8958) (RZ = 0.9323)
Mt Mt Mt Mt .
— = 0.695t0.0853 — - 0.0787¢%43 + 0.6289 Ln ['l ——] = —0.0482t — 1.2853 — = 0.0591tY? + 0.6519
NP-PB 20 mg M. Me, M., M.,
(R? = 0.9699) (RZ = 0.9027) (RZ = 0.7798) (RZ = 0.8798)
Mt . Mt Mt Mt .
—— = 0.526t0152¢ == 0.1279¢%43 + 0.4044 Ln ['l 7—] = —0.0767t — 0.6215 — = 0.0971t1? + 0.4392
NP-PB 50 mg M. Me, M., M.
(R? = 0.9738) (R2 = 0.9946) (R? = 0.8673) (R? = 0.9923)
Mt Mt Mt Mt Y
— = 0.641°1237 == 0.1025¢%43 + 0.5643 Ln ['l ——] = —0.0521t — 1.2038 — = 0.0764t1? + 0.5956
NP-PH 20 mg Me. M., M., M.,
(R* = 0.9403) (R? = 0.8096) (R? = 0.6545) (R? = 0.7767)
Mt . Mt Mt Mt .
— = 0.520t01418 = 0.1103t%% + 0.4212 Ln [1 - —] = —00538t— 0.6759 — = 0.0834t1? + 0.4522
NP-PH 50 mg M.. M., M.. M.,
(R? = 0.9890) (R2 =0.9767) (R2 =0.7110) (R? = 0.9646)
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I\VV. CONCLUSIONES

Se emplearon almidones de papas nativas (variedades
Negra, Blanca y Huamantanga) para elaborar nanoparticulas
de almidén por el método de nanoprecipitacion rapida (flash
nanoprecipitation), un método que se caracteriza por la
facilidad y rapidez de ejecucion, ademéas que es versatil para
trabajar con farmacos (liposolubles y acuosolubles). Para ello
se emple6 STPP como agente entrecruzante, polisorbato
Tween®80 como surfactante y etanol como fase organica no
solvente. Los didmetros obtenidos oscilaron entre 10 nm hasta
120 nm, aunque también presentaron distribuciones
heterogéneas y poca estabilidad en suspensién. Una vez se
determind el comportamiento de las nanoparticulas de
almidén, se procedid a elaborar nanoparticulas de almidon
cargadas con ENX.

Para estos sistemas soportados en almiddn, se obtuvieron
nanoparticulas, cuyos tamafios variaron ente 60 y 240 nm,
observandose una tendencia de aumento de tamafio con
respecto a la absorcion de farmaco. Si bien no se ha
evidenciado la capacidad de hinchamiento (los diametros
hidrodinamicos son similares), si se evidencia que la absorcién
de farmaco se realiza en las nanoparticulas, logrando
encapsulamiento de hasta 21-24 mg de ENX por gramo de
nanoparticulas. Evaluando la cinética de liberacion para
nanoparticulas de almidon, se encontr6 que todos los sistemas
elaborados presentaron el efecto de burst release, el cual
parece reducirse a medida que se incrementa la absorcion de
ENX. Esta primera liberacién (primeros 30 min) puede
representar entre el 50% y 70% de ENX atrapado.
Posiblemente esto tenga relacion con el incremento de las
interacciones moleculares entre las nanoparticulas y las
moléculas de ENX (fuerzas de atraccidn-repulsion entre
grupos fostato de las NP y fluoruro de ENX). Posterior a la
primera liberacion, se observa una tasa de liberacion
sostenida, cuya cinética se puede describir en base a
fenémenos difusivos (fendmeno fickiano).

No se encontrd evidencia de que la tasa de absorcion y
liberacion dependa de la fuente de almidén, aunque otros
estudios podrian complementar esta hipotesis. Finalmente, los
resultados indican que las nanoparticulas de almidén podrian
ser consideradas buenas alternativas para la elaboracion de
excipientes para aplicaciones biomédicas que requieran tasas
de liberacion rapidas (por ejemplo, aplicaciones tdpicas).
Futuros estudios deberian contemplar la evaluacion de las
cinéticas de liberacion para particulas formadas a partir de dos
0 mas polimeros, de modo que se tenga un mayor control
sobre las tasas de liberacion.
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