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Nanoparticulas poliméricas no biodegradables cargadas con CoQ10 para
su potencial administracion oral

Alfonso Guerrero Barboza **, Rocio Alvarez Roman °, J. Deniss Perales Flores *, Norma C. Barajas
Aguilar ¢, Eduardo Ramirez Gonzalez °, Sergio A. Galindo Rodriguez *

* Facultad de Ciencias Bioldgicas, UANL, Pedro de Alba s/n, San Nicolds de los Garza, Nuevo Ledn, México.

® Facultad de Medicina, UANL, Madero y Dr. Aguirre Pequerio, Col. Mitras Centro sin niimero Monterrey, Nuevo Leén, México.
¢ Nanoingredientes Bioactivos S.A. de C.V., Saltillo, Coahuila.

*e-mail: alfonso_guerrero_2@hotmail.com

Resumen

Se prepararon nanoparticulas a base de un polimero derivado de acido metacrilico por el método de nanoprecipitacion con
y sin tensoactivo e incorporando diferentes cantidades de CoQ10. Se les midio el tamafio, PDI y potencial Z. También se
obtuvo el porcentaje y la eficiencia de encapsulacion. Todas las formulaciones generaron nanoparticulas con diametros
menores a 200 nm y valores de PDI menores de 0.2, indicando asi que las poblaciones de nanoparticulas eran homogéneas
y monodispersas. Se aprecia un incremento de tamafio en las particulas conforme se aumenta la cantidad de CoQ10. El
potencial Z fue mas negativo en las nanoparticulas libres de tensoactivo. El porcentaje de encapsulacion se incremento a
medida que se incrementaba la cantidad de CoQ10, por su parte la eficiencia aument6 hasta alcanzar un valor maximo a
partir del cual fue disminuyendo.
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Abstract

Nanoparticles were prepared from methacrylic acid based polymer by nanoprecipitation, using different amounts of
CoQ10 and developing formulation both with and without surfactant. The size, PDI and Z potential of the particles were
measured and the encapsulation percentage as well as the encapsulation efficiency was obtained. The size of the particles
increased when increasing the amount of CoQ10. The Z potential was more negative in the surfactant free particles. The
encapsulation percentage increased when increasing the amount of CoQ10. On the other hand, the encapsulation
efficiency increased until reaching a maximum value after which it started decreasing.
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un déficit de CoQ10 parece acentuarse en células con
un metabolismo activo [4]. Particularmente, se ha

1. Introduccion
La Coenzima Q10 (CoQ10) fue descubierta en 1957 por

Frederick L. Crane mientras estudiaba los componentes
de la cadena transportadora de electrones en
mitocondrias. En un principio, debido a la pigmentacion
amarilla de la sustancia aislada, se pensé que podia
tratarse de carotenoides. Posteriormente, se descubrid
que se trataba de una quinona con un pico maximo de
absorcion en el espectro ultravioleta a 275 nm [1].

Estructuralmente, ademas del grupo quinona, la Co Q10
contiene 10 unidades isopreno, de lo cual deriva su
nombre. Esta molécula se ha encontrado tanto en tejidos
vegetales de plantas superiores, como en tejidos
animales [2]. Debido a su ubicuidad en la naturaleza
también se le denomina Ubiquinona. La CoQ10 no solo
es crucial para las reacciones oOxido-reduccion de la
cadena transportadora de electrones mitocondrial,
ademas tiene capacidad antioxidante y ha demostrado
inhibir la peroxidacion de acidos grasos. Este efecto
protector de lipidos toma relevancia debido a su
estrecha relacion con las membranas dada su elevada
hidrofobicidad [3].

Aunque la CoQ10 puede ser sintetizada in vivo, pueden
darse situaciones en que la capacidad del cuerpo para
producirla sea insuficiente. La susceptibilidad frente a

observado que la cantidad de CoQ10 presente en los
diversos tejidos disminuye con la edad de forma general
después de los 20 afos. Esto se aprecia
fundamentalmente en tejidos como corazon, higado y
rifion [5].

No obstante los beneficios que aporta la CoQ10 a la
salud, su administracion exdgena presenta limitaciones;
dada su elevada hidrofobicidad, se dificulta la absorcion
del activo; ademas presenta cierta labilidad frente a la
luz y temperaturas moderadamente altas. Diversos
intentos se han realizado con la intenciéon de aumentar
la biodisponibilidad y disminuir la labilidad de la
CoQ10. Un estudio realizado por Cuomo y Rabovsky
destaca que las formulaciones de CoQ10 solubilizada,
administradas en capsulas de gelatina suave y gelatina
dura muestraron una mayor biodisponibilidad que las
formulaciones en polvo administradas como
comprimidos [6].

Tamién se han hecho intentos de formular la CoQ10 en
liposomas para su administracion oral. Xia S. y
colaboradores estudiaron la absorcion y
comportamiento de liposomas con CoQIl0 en
monocapas de celulas Caco-2 como modelo de epitelio
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ormulaciones no particuladas, se determind
y fc 1 particulad; det la
cantidad de CoQl0 que atraviesa la monocapa de
células (permeabilidad) y la cantidad que quedd
atrapada dentro de ellas (acumulacion). Dentro de estz
‘estudio la permeabilidad de la CoQ10 aumentd en la:
‘formulaciones nanoliposomales  mientras  qug
disminuy6 su acumulacion. Sin embargo, en todas las
fformulaciones se encontré6 que la CoQl0 que logr
‘acumularse consistia en una mezcla de las forma
oxidada y reducida a pesar de que ésta se administrd
jcomo Ubiquinona (forma oxidada). Lo anterjor indicd
que cuando es incorporada por las células del intestino.
ésta sufre una reduccion. De las fonﬁulacione;
ensayadas, aquella que contenia colesterol resplté ser la{
que logré mayor permeabilidad. Esto debido a que e
lcolesterol hace mas rigido al liposoma y lg permitd
atravesar la célula conservando su integridad sin liberaﬁ
'su contenido [7]. ‘

|
‘Otros sistemas nanoparticulados también ‘han sido
lestudiados para su aplicacion por via oral,|entre lod
cuales destacan las nanoparticulas poliméricas
principalmente, debido a que sus carahteristicag
‘intrinsecas, tales como su tamafio submicr¢mico, su
gran area superficial, su caracter multiparticulado y su
lcomposicién polimérica variable les confieren
singular comportamiento en el tracto digestivo
‘Ademais, las  nanoparticulas  poliméricas, hai
demostrado incrementar la biodisponibi}idad de
diversas moléculas que presentan una pobre absorcion
Ipor via oral, asimismo, son capaces de proteger activo
‘lébiles con mayor eficiencia que otros stltemas
aportan una liberacion controlada de las moléculas
activas en el medio. Especificamente, se ha encontrad

P
que una de las ventajas de las nanoparticulas a base de
‘poliacrilatos es su capacidad de adhesion en el intestin&
con lo que se logra un aumento de la concen}raci(’)n d
nanoparticulas y, por lo tanto, del farmaco encapsulado
len el sitio de absorcion [8]. Nanoparticulas de PLGA
cargadas con CoQ10 han probado tener una capacidaj
de neutralizacion de las Especies Reactivas de Oxigen
‘hasta 10 veces mayor que las formulaciones ﬁie CoQl1
libre al ser probadas en cultivos celulares. Estas
p

inanoparticulas también incrementarpn 14
biodisponibilidad mas de 4 veces en comparacﬂ(’)n con la[
CoQ10 administrada en forma libre [9].
\ o
En este contexto, en el presente trabajo se estudio la
linfluencia de diferentes variables experimenthles sobrd
la preparacion de nanoparticulas de polimetacrilatos
‘CleO preparadas por la técnica de nanoprecipitacion
‘ﬁn de obtener una formulacion con carapteristicaq
favorables para su posterior administracion oral. |

2. Parte experimental | ‘
Materiales
ILa CoQ10 fue adquirida en SIGMA (M¢xico), el
polimero formador de las nanoparticulas fue w
polimetacrilato, mientras que el agente estabilizant
‘correspondi(’) a un tensoactivo copoliméricP de usq

Julio - Septiembre, 2104 L

‘estudio fueron de grado analitico. ‘ ‘

|Metodologia | |
Preparacion de las Nanoparticulas

‘Se utilizd el método de nanoprecipitaci()ﬁ para 14
elaboracion de las nanoparticulas [10]. La fdse acuosa
de las formulaciones se prepard disolviendo el agente
ltensoactivo en agua destilada para generar una solucién
‘al 2% (p/p). La fase organica se prepard disol‘fiendo pog
agitacion el polimero y cantidades variables de CoQl1
|(7, 14,21 y 28 mg) en acetona. | ‘

|Posteriormente, la fase acuosa se colocd en aéitacién el
un reactor de fondo redondo y se adicioné la fas

organica usando un inyector inmerso en la fase acuosa.
|El lote de nanoparticulas se sometid a presion reducidd
a una temperatura de 28°C hasta eliminar la acetona en
lun rotavapor (Heidolph, Laborota 4003). ‘

Caracterizacion de las nanoparticulas. | |
|Las nanoparticulas se caracterizaron en fundion de sy
tamafio, indice de polidispersidad, potencial Z, asi como
en su porcentaje de encapsulacion de onlO

eficiencia de encapsulacion. Para la medicion d
tamafio, PDI y potencial Z se utiliz6 un analizador de
\particulas  ZetaSizer Nano  ZS90 |(Malvern]
| Instruments). | |

Cuantificacion espectrofotométrica de la CoQ[LO 4
Se realiz6 una curva de calibracion de la CoQ10 (A=27
Inm) usando un espectrofotémetro UV/V isible Genesys
| 10 UV y se utilizaron niveles de concentraci(ﬂn entre lj
y 45 ppm. Para la determinacion del contenido d
|CoQ10 se centrifugaron las dispersiones aguosas de
nanoparticulas a 25,000 rpm (centrifuga Beekman-
‘Coulter, mod. Allegra). Se recupero el sedimento y sd
‘lioﬁlizc') durante 24 horas a -48°C y a una ]Presi(')n d?
0.09 mb.
\

‘Eﬁciencia y porcentaje de encapsulacion de las‘,
nanoparticulas cargadas con CoQ10 ‘
La eficiencia y porcentaje de encapsulacion s
obtuvieron disolviendo las particulas liofilizadas en
letanol y leyendo en el espectrofotémetro a A=275 nnj
para extrapolar posteriormente con la curva d
‘calibraci(’)n. Con la finalidad de descartar inlerferencij
de los otros componentes de las nangparticula:
(tensoactivo y  polimero), los lotes blanco
|(nanoparticulas sin carga de CoQ10) también fueror
medidos a 275 nm, dando valores de absorbﬁncia nula
‘Los calculos para determinar el porcentaje y eﬁciencii
‘de encapsulacion se detallan a continuacion: | ‘




== = = ~ % enacapsulacién = il
mg de CoQ10 cuantificados en las Nanoparticulas
‘ ‘ — X100
mg de Nanoparticulas liofilizadas
\ | 1)
\ \ |
| | |
| | rendimiento mdximo = |
mg de CoQ10 en FO.
g X100

| mg de CoQ10 en FO.+mg de polimero en FO. \
| | )
\ \ |

‘% eﬁcienc‘ia de encapsulacion =
% encapsulacién
| ‘:jfpt % %100 |
ren ento maximo
| e

3. ‘Resultados y discusién

\Didmetro|de nanoparticula \

‘Se obser\)a que la carga de CoQ10 es el principal factml
lque incide sobre el tamafio de las nanoparticulas
‘haciéndolfis mas grandes a medida que se usa mayor‘
cantidad de activo; en contraste la incorporacion de
tensoactivo no causa gran efecto sobre esta
caracteris}ica (Fig. 1). Debido a que el polimero cuent
con grupos funcionales ionizables para interactuar con
el agua mientras que la CoQ10 no, es de esperarse que‘
un increqlento en la cantidad de CoQ10 respecto a lq
cantidad de polimero genere particulas mas grandes.

‘Tal efectq de la cantidad de activo sobre el didmetro de‘
nanoparticula también se ha observado en otros
trabajos, ﬁ)or ejemplo el estudio realizado por Mainardes
ly Evangelista quienes formularon nanoparticulas de
PLGA cargadas con prazicuantel, en las cuales se
‘mostrabatn claro aumento de tamafio al incrementar el‘
\contenido de farmaco [11]. |

‘Debido a‘ que la CoQ10 es altamente hidrofobica se‘
lespera que en el momento de la inyeccion ésta se
oriente ha(cia el centro de las diminutas gotas de aceton.
que se forman en la fase acuosa. Asi pues cuando la
difusi6n ha concluido, se forma un centro cristalino de
‘CoQIO rﬁecubierto por polimero. Lo anterior coincide‘
con lo reportado por Ronquillo de Jesis, E. y
‘colaboradores, quienes  describen  para sus
manoparticulas una estructura que consiste en nicleos
cristalinoT formados por CoQ10 recubiertos por
peliculas 'de polimero cuando fueron caracterizadas
'mediante | microscopia electronica de barrido y de
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4TransTnisﬁTn [12]. Esto implica que una m*ayor*canffda(%
|de CoQ10 formaria un centro de agregacion mas grande
‘y por lo tanto repercute en una particula de may011'
tamafio.
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‘Figura 1. Efecto de la cantidad de CoQ10 sobre el didmetro dz
nanoparticulas de polimetacrilatos preparadas por el método di

\nanoprecigitacién (.: o, n=3). |

‘Potenciai Z |

|

Por otra‘parte, como se aprecia en la Figura 2, el
‘potencial\ Z se hace mas negativo a medida que s
\incremenFa la cantidad de CoQ10 en las formulaciones,
‘esto puede deberse a que el polimero tiene tant(l
ﬁ'accioneg hidrofébicas neutras, como 0

grup
\ionizables, asi la CoQ10 podria interactuar con las
p
‘fraccionef hidrofébicas de manera semejante a como 1
hace en las membranas de las células, esto
\probableﬁnente excluye a los grupos ionizables del
centro de la particula y los orienta hacia la periferia*
‘haciendo que la carga de superficie sea mas intensa.
\

También se observa que el potencial Z es meno
\ d P $
negativo en las formulaciones con tensoactivo y su
variacién es menos pronunciada. Esto se debe a que e
\tensoactiyo es un compuesto anfipatico neutro, mientras
‘que el polimero es polianionico y al ser expuesto zj
entorno acuoso ioniza sus grupos acidos adquiriends
\carga. Estas cargas del polimero que se forman en la
‘superﬁci de la nanoparticula son entonces laT
responsables de la carga superficial de la particula y a
‘ser cubiertas por el tensoactivo la intensidad de la cargd
seve dlSIP.lI]llld&. ‘

\Porcentaje y eficiencia de encapsulacion \

‘El porce}xtaje de encapsulacion de las nanoparticulas‘,
lasi como) su eficiencia de encapsulacién aumentaron a
‘medida que se increment6 la cantidad de CoQ10 (Tablz}
I). Este incremento en la eficiencia de encapsulacion
‘cuando se usan mayores cantidades de activo se ha




“encontrado en otros trabajos que utilizan la ‘técnica dL? o

| nanoprecipitacion, como en el realizado por C.P. Dora y
colaboradores, en donde se prepararon nanoparticul

poliméricas de PLGA cargadas con Glibenclamida y se
|lograron mas altas eficiencias cuando se implementaba
una mayor cantidad de fiarmaco [13]. Lo mismo se
aprecia para las nanoparticulas de PLA cargadas con
|lomustina, en las cuales la eficiencia de enchpsulaci()ﬁ
se increment6 considerablemente al increplentar la
concentracion del fairmaco [14]. | |

| | \
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| Figura 2. Efecto de la cantidad de CoQ10 sobre el potencial %
de Nanoparticulas de polimetacrilato preparadas p(ir el método
| de nanoprecipitacion Al 5, n=3). \ |

L |
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ﬁin?mbirg(f en nuestro estudio fue evﬁen%? qu?es‘#? o

| incremento tiene un valor méximo, a partir del cual los
valores de eficiencia decrecen, lo cual indica que 1
capacidad de encapsulacion de las nanoparticulas llegE

|a un punto de saturacién y debido a esto, aumentos
posteriores en la cantidad de CoQ10 en la faﬁe organic
no son incorporadas en el interior de las nanoparticulas.

' Ahora bien comparando las formulaciones con y sin

‘ tensoactivo, se aprecia que los valores mas altos tantP
en el porcentaje como en la eficiencia de encapsulacion
se alcanzan cuando se emplea tmsoachvo. Est

| diferencia en la capacidad de encapsular se acentua en
las formulaciones con mayor carga de COQ:O y puede
deberse a que el tensoactivo se deposita en la interfas

acetona-agua, generando una barrera fisica que evita
que la CoQ10 sea arrastrada por la acetona que difundf
hacia el medio acuoso.

‘ Tabla I. Efecto de lfa carga d$ CoQ10 e? fase organica y la presencia de ‘ ‘

tensoacivo sobre la incorporacién de Q1!

0 en Nanoparticulas poliméricas

‘ menores de 200 nm\l o, n=2)

‘ Con Tensoactivo |
T

|Sin Tensoactivo ‘ ‘

Eficiencia de’ Eficiencia de
| CoQ10 Encapsulacion ~ encapsulacion |Encapsulacién — encapsulacion \ \

| (mg) (%) ()] (%) (%) | |
! |

| 7 6724014  7T396+156 675+003  7426+032 | |

| | | | | |

\ 14 1401041  8403+24 [13.09+022  78.57+1.33 \ \

| | | | | |

| 21 2075 + .21 89.92:+0.89 | 13.42+0.53 581423 | |
| |

| 28 1846 + 1) 64.62+4.8 | 11354089  49.18+38 |

Por su parte, la oscilacion en la eficiencia de
encapsulacion indica como las nanoparticulas limitan s
encapsulacién indi 1 particulas limitan su
‘capacidad de carga y dejan de incorporar el activo. ﬂl
valor maximo de la eficiencia de encapsu{aci()n nos
‘muestraeste punto de inflexiéon donde el siste
‘comienza a saturarse, por lo cual podria deci{se que las
nanoparticulas con tensoactivo comienzan a saturarsE
‘con 21 mg de CoQ10 mientras que aquellLls que n
|tienen tensoactivo con 14 mg. | \

‘4. Conclusiones | ‘
Fue posible encapsular CoQ10 en nanpparticul

poliméricas no biodegradables y se logré determinar
" como la CoQ10 es capaz de modificar las p}opiedadés
fisicoquimicas de las nanoparticulas. La variable que
incide de forma mas significativa sobre el tamafio de
particula es la cantidad de activo en la fasé organica,
| por su parte el potencial Z es afectado tanto por la
presencia de tensoactivo asi como por la cantidad di
CoQ10, mientras que la eficiencia de encapsulacién se




grandes |de CoQIl0. Finalmente, se obtuvieron|
Eanopartiﬁulas cargadas con CoQ10 con caracteristicas‘
decuadas para administracion oral: tamafio menor de
200 nm y porcentajes de encapsulacién superiores all

% |
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