UNIVERSIDAD DE SONORA

DEPARTAMENTO DE FiSICA
POSGRADO EN NANOTECNOLOGIA

“SINTESIS Y CARACTERIZACION DE
NANOPARTICULAS DE PLGA PARA LA
ADMINISTRACION CONTROLADA DE

1,10 EPOXIPARTENOLIDO”

Tesis

Que para obtener el grado de:

Maestria en Ciencias

Presenta:

Q.B.C. Karol Yesenia Hernandez Giottonini

Dirigida por:

Dr. Jesus Armando Lucero Acuia

Hermosillo, Sonora Septiembre de 2015



Universidad de Sonora

Repositorio Institucional UNISON

“El saber de mis hijos
hara mi grandeza”

oS0

Excepto si se sefiala otra cosa, la licencia del item se describe como openAccess



VOTOS APROBATORIOS
Hermosillo, Sonora, a 24 de Septiembre de 2015

DR. MARIO ENRIQUE ALVAREZ RAMOS

Por medio de la presente, nos permitimos informarle que los miembros del Jurado
designado para revisar la Tesis de Maestria: “Sintesis y caracterizacion de
nanoparticulas de PLGA para la administracion controlada de 1,10-
epoxipartendlido”, presentada por:

KAROL YESENIA HERNANDEZ GIOTTONINI

La han revisado y cada uno de los integrantes da su VOTO APROBATORIO ya
que cumple con los requisitos para la obtencion del Titulo de Maestra en Ciencias en
Nanotecnologia:

Fecha DR. JESUS ARMANDO LUCERO ACUNA
Fecha DRA. ADRIANA GARIBAY ESCOBAR
Fecha DR. JOSUE ELIAS JUAREZ ONOFRE
Fecha DR. PAUL ZAVALA RIVERA

Fecha DR. ROBERTO GUZMAN ZAMUDIO



Agradecimientos

A mis padres Cecilia y Antonio, por apoyarme a lo largo de toda mi
trayectoria académica, y por su apoyo en todos los aspectos de mi vida,

siempre estaré en deuda con ustedes, gracias.

A mis hermanos Antonio, Gina y Luis por animarme a seguir adelante y
superarme. También a mis sobrinos, Andrea, Gema, Angi, Matteo y Ambar

por alegrarme el dia cada vez que los veo.

A mi novio, Sergio, por creer en mi, por siempre echarme porras, animarme

y compartir conmigo tantas cosas durante estos dos afios, gracias. Te amo.

A mi asesor, el Dr. Jesis Armando Lucero Acufia por aceptarme en su
equipo de trabajo, por compartir sus conocimientos conmigo y por su guia,

paciencia y apoyo durante toda la realizacion de este trabajo de tesis.

A mis compafieros y amigos del posgrado y del exterior, especialmente a

Cindy por su tiempo y ayuda.

A mis sinodales por sus observaciones y correcciones, contribuyendo en la

realizacion de este trabajo.

Y al resto de las personas que estuvieron involucradas en mi estudio de

maestria y en la realizacion de este proyecto. Gracias a todos.



TABLA DE CONTENIDO

TABLA DE CONTENIDO

LISTA DE FIGURAS ...ttt bbbttt ne e iv
LISTA DE TABLAS ..o Vi
RESUMEN ...t ne e vii
ABSTRACT ettt ne e IX
CAPITULO I. INTRODUCCION Y OBJETIVOS ....ccoouiimrirereereeeesneeseseesasessessssesesnees 1
1.1, INEFOTUCCION ...ttt 1

1.2. ODJEtiVO GENEIAl ..o 6

1.3. Objetivos ESPECITICOS.......cciviiiiieiieie et 6
CAPITULO 1. MARCO TEORICO ....covvuiriiiinrieeseesesisssssssssssssssssssssssesssssssanens 7
2.1. Nanotecnologia y NanomediCing ...........ccoeeeirenieieneneese s 7

2.2. Dispersiones COlOIdales ..o 8

2.2.1. Fuerzas de Van der Waals e interacciones electroestaticas .................. 9

2.2.2. TEOMHA DLV O ..ot 11

2.2.3. EMUISIONES ..ottt s 13

2.2.4. Preparacion de eMUISIONES..........c.ccveieeieiieeiie et 14

2.2.5. TENSIOACTIVOS .....vviiiiiieieite ittt 15



2.2.6. Estabilizacion estérica y electrostatiCa...........covvevveveerereneve s 15

2.3. Sistemas nanoestructurados para la liberacion de farmacos ............c......... 17
2.3.1. LIPOSOIMAS ....c.vveiieiieiieeie e st e ste e teeste e sta et e s teeae e sreeneenaesreeneeas 19
2.3.2. MHICRIBS ... s 19
2.3.3. DENAMIMEIOS......cvveiiiieiieiie ittt bbb 20
2.3.4. Nanocapsulas y NaN0ESTEras ..........coceererernineseese e 21

2.4. Caracteristicas generales de las nanoparticulas en nanomedicina ............. 22
2.4.1. Tamafio de 1as NanopartiCulas...........ccooererriieieiisc e 22
2.4.2. Distribucién de tamafio de las particulas ..........c.cccceevveveiiveiccicieenne 23
2.4.3. Evaluacion morfolOgiCa.........cccveieeiiiie i 24
2.4.4. POENCIAl ZETA.......ceeieeiiiie ettt 25

2.5. Técnicas para medir el tamafio y potencial Z de las nanoparticulas........... 26
2.5.1. Dispersion dindmica de 1uz (DLS)......ccccooerriieinincreeese e 26
2.5.2. Electroforesis con laser Doppler (ELS) .......cccovvevieieiiie i 27

2.6. Liberacion de farmacos de nanoparticulas polimeéricas ............ccccoeveeveennene 28

2.6.1. Mecanismos de liberacion de farmacos de nanoparticulas poliméricas



2.8. Enfermedades iNfECCIOSAS .....coeveeeeeeeeeeeeeeeeeee 32

2.8. 1. TUDBICUIOSIS ...t 34
CAPITULO I1l. MATERIALES Y METODOS .....ooviiieeeiceereiseesessse s s 38
3.1 IMALETTAIES ... 38

3.2. Curva patron del farmaco EP .........c.ccooevi i 38

3.3. Preparacion de las Nanoparticulas Poliméricas (EP-NP)..........cccccocevrienee 40

3.4, CaracterizaCion de 1aS NP ..o 41

3.5. Cantidad de EP encapsulado en EP-NP y eficiencia de encapsulacion ..... 41

3.6. Cinética de la liberacion de EP ... 42
CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION .....c.ovvrrererriieeseeseesesiessiesee s 44
4.1. Curva patrOn del EP ........cccooiiiiii s 44

4.2. Caracterizacion de 1as NP poliméricas.........ccccovvreneieniieieisc e 46

4.3. Cantidad de EP encapsulado en EP-NP vy eficiencia de encapsulacion ..... 51

4.4, Cinetica de la liberacion de EP ... 51
CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.........cccoveveverieesreienene. 62
5.1, CONCIUSIONES ...ttt 62

5.2. RECOMENTACIONES......cuiiiieiieieie ittt bbb 63
REFERENCIAS . ...ttt e et e e e sa e e e sat e e e sne e e e aneee e e 64



LISTA DE FIGURAS

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Sistemas de liberacién de farmacos, adaptada de la literatura (Qingguo Xu,

Siva P Kambhampati, 2013). ......oooiiieiieiesieieee e 18

Figura 2. Distintos perfiles de liberacion de farmacos en sistemas de administracion
de farmacos basados en PLGA, adaptada de la literatura (Fredenberg et al.,

70K T 30

Figura 3. 1,10-epoxipartenodlido (CisH2004). Molécula encontrada en la fraccion
F22A 'y F8E del extracto diclorometéanico de A. confertiflora. Estructura adaptada

de la literatura (ACEVES, 2012). .....cceiiiiiiiiiieieie et 37

Figura 4. Procedimiento para la obtencion de la curva patron de EP.............cccccooeenees 39

Figura 5. Curvas patron de EP variando la proporcién volumétrica de agua — DMSO... 45

Figura 6. Variacion del tamafio e indice de polidispersidad de las nanoparticulas

poliméricas en funcion del TDL de EP ... 49

Figura 7. Variaciones en el potencial zeta de EP-NP debido al TDL usado en la

formulacion de las nanoparticulas poliMEriCas.........cocovvviiiiiiieiesee e 50



LISTA DE FIGURAS

Figura 8. Curva de liberacién de EP de las nanoparticulas poliméricas (EP-NP)

preparadas con UN TDL A 290 ....c..ocviiiiiiiiieieee e 53

Figura 9. Curva de liberacién de EP de las nanoparticulas poliméricas (EP-NP)

preparadas con un TDL de 5% (M).. .......cccooiiiiininiieieesese s 55

Figura 10. Curva de liberacion de EP de las nanoparticulas poliméricas (EP-NP)

preparadas con UN TDL d& 890, ....cc.ooiiiiiiiiiiieieee s 56

Figura 11. Curvas de liberacion de EP de las nanoparticulas poliméricas (EP-NP)

preparadas con un TDL de 2%, 5% Y de 8%0.. ...cceeeereeiieiie e 58

Figura 12. Porcentajes de eficiencia de encapsulacion (EE) y carga de farmaco (DL)

de las nanoparticulas poliméricas en funcién del TDL........ccccccoveveveveic i 60



LISTA DE TABLAS

LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Coeficientes de extincion molar (¢) del EP variando la proporcion
volumeétrica de agua — DMSO en el solvente y sus correspondientes coeficientes

08 AEEEIMINACTON. ..ottt e ettt ee e e e e ee e et eeeeeeeeesaeeareeeeeeeeeeaaaas 46

Tabla I1. Resumen de los parametros obtenidos en la caracterizacion de los sistemas

EP-NP en funcién del TDL usado en la formulacion de las nanoparticulas............. 61

Vi



RESUMEN

RESUMEN
En este trabajo se desarroll6 un método efectivo para la preparacion de nanoparticulas
poliméricas cargadas con el farmaco 1,10-epoxipartendlido (EP), el cual presenta
actividad antimicobacteriana. Se encontré que el tamafio de las nanoparticulas aumento
proporcionalmente con la cantidad inicial de farmaco utilizada en la preparacion o
cantidad teorica de farmaco (TDL), obteniendo tamafios de 208.6+10.2 nm, 223.4+0.7
nm y 250.9+11.7 nm para TDL de 2%, 5% y 8%, respectivamente. El indice de
polidispersidad (PDI) y el potencial zeta () no mostraron diferencias estadisticamente
significativas con respecto al TDL en el rango de estudio. El PDI present6 valores de
0.057+0.010, 0.078+£0.034 y 0.095+0.033 para TDL de 2%, 5% y 8%, respectivamente,
indicando homogeneidad en los tamafios de las particulas. Por otro lado, el potencial zeta
(€) exhibio valores de -24.2+3.4 mV, -21.0+2.3 mV y -19.1+3.7 mV para TDL de 2%,
5% y 8%, respectivamente, mostrando una relativamente buena estabilidad de las
particulas. Los resultados del farmaco encapsulado (DL) fueron semejantes para el rango
de TDL estudiado, con valores de 1.37+0.002 %, 1.43+0.048 % y 1.30+0.026 % para
TDL de 2%, 5% y 8%, respectivamente, indicando que se alcanzé la saturacién del
sistema desde la concentracion mas baja utilizada de EP. En concordancia, en el rango de
estudio la eficiencia de encapsulacion (EE) disminuyd al aumentar la cantidad inicial de
EP utilizada en las preparaciones, obteniéndose EE de 68.72+0.092 %, 28.54+0.958 % y

16.27+0.326 % para TDL de 2%, 5% y 8%, respectivamente. La cinética de liberacion
vii



RESUMEN

del farmaco EP en condiciones fisioldgicas para las diferentes preparaciones revel6
perfiles de liberacion semejantes, donde se observa una fase de liberacién inicial rapida
en los primeros dias, seguida de otra fase méas lenta hasta liberarse completamente el
farmaco en alrededor de 20 dias. Este sistema de nanoparticulas tiene aplicaciones

potenciales en la administracion prolongada del farmaco EP.
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ABSTRACT

ABSTRACT

In this work, an effective method for the preparation of 1,10-epoxyparthenolide (EP)
loaded polymeric nanoparticles was developed. It was found that nanoparticle size
increased proportionally to the initial amount of drug used in the preparation or the
theoretical drug loading (TDL). The diameters of nanoparticles were 208.6+10.2 nm,
223.4£0.7 nm, and 250.9+£11.7 nm for TDL of 2%, 5%, and 8%, correspondingly.
Polidispersity index (PDI) and zeta potentials () do not show statistically significant
differences in the range of TDL studied. The PDI values obtained were 0.057+0.010,
0.078+0.034, and 0.095+0.033 for TDL of 2%, 5%, and 8%, respectively; indicating
homogeneity of particle size. On the other hand, the { values were -24.2+3.4 mV, -
21.0+2.3 mV, and -19.1+3.7 mV for TDL of 2%, 5%, and 8%, correspondingly; showing
a fair stability of particles. Furthermore, similar quantities of DL in the range of TDL
evaluated were founded, with values of 1.37+0.002%, 1.43+0.048%, and 1.30+0.026%
for TDL of 2%, 5%, and 8%, respectively; pointing that the system reaches saturation
even with the lowest concentration of EP used. Accordingly, the EE decreased with
respect to TDL (in the study range), with values of 68.72+0.092%, 28.54+0.958%, and
16.27£0.326% for TDL of 2%, 5%, and 8%, correspondingly. Additionally, the
experimental release of EP was evaluated under physiological conditions. Similar drug

release profiles were obtained by varying the TDL. An initial burst phase was observed in

iX
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the first days, followed by a slow release stage until the entire drug was released (around
20 days). This nanoparticle system has potential applications for the extended drug

administration of EP.
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CAPITULO I. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1.1. Introduccion

Actualmente un gran nimero de investigaciones a nivel mundial estan dirigidas
hacia el desarrollo de sistemas basados en nanoparticulas poliméricas biodegradables
para la administracion de farmacos. El disefio de estos sistemas es multiple, pero va
orientado principalmente hacia el desarrollo de nuevos tratamientos para enfermedades
drésticas como tuberculosis, cancer , diabetes, SIDA, malaria, entre otras (Kumari et al.,
2010). Dentro de las ventajas que ofrecen estos sistemas nanoestructurados estan la
liberacion controlada de farmacos, la estabilizacion y proteccion de moléculas labiles
(por ejemplo, ciertos farmacos, proteinas, péptidos, ADN, etc.), y la administracion
especifica del farmaco (Singh y Lillard, 2009). Estos sistemas también pueden presentar
alta estabilidad (es decir, vida util larga dentro del cuerpo); alta capacidad de portador (es
decir, muchas moléculas de fa&rmaco o componente activo se pueden incorporar en la
matriz de particulas); viabilidad de incorporacion simultdnea de componentes activos
hidrofilicos e hidrofébicos y la posibilidad de seleccionar la ruta mas viable para la
administracion, incluyendo la administracion oral, la inhalacion, entre otras (Panyam y
Labhasetwar, 2003). En el disefio de un sistema nanoestructurado para la administracion
de farmacos se deben cuidar varios aspectos importantes, entre los que se encuentran: la
eleccion del sistema polimérico adecuado, que permita la mayor eficiencia de

encapsulacién, la mejora de la biodisponibilidad tanto del sistema nanoestructurado como
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del farmaco o componente activo, el tiempo de retencidn sistémico, la relacion entre el
polimero y el farmaco, entre otros (Mathuria, 2009).

A pesar del potencial actual que ofrece la quimica de polimeros, s6lo hay un
nimero limitado de polimeros que pueden utilizarse como constituyente de las
nanoparticulas disefiadas para suministrar farmacos in vivo (Manuscript, 2012). Para
explicar este hecho, se debe considerar que un polimero adecuado debe cumplir varios
requisitos para ser utilizado en una aplicacion de este tipo. Uno de los principales
requisitos es ser biodegradable, de lo contrario es necesario que al menos pueda ser
procesado por el cuerpo en un periodo de tiempo aceptable, evitando asi la acumulacion
sistémica incontrolada (Pillai y Panchagnula, 2001). Ademas, el polimero no debe ser
toxico ni inmunogénico, en otras palabras, debe ser biocompatible (Nair y Laurencin,
2007). En el caso de que sea biodegradable, sus productos de degradacion tampoco deben
ser toxicos o inmunogénicos (Nair y Laurencin, 2007). Asimismo, estos polimeros deben
de ser capaces de conformarse como nanoestructuras y presentar propiedades adecuadas
en relacion con el objetivo de administracion de farmacos para el cual se disefien.
Algunos polimeros que no cumplen completamente con todas las caracteristicas
requeridas para usarse sistémicamente han recibido acuerdos para utilizarse solamente en
formulaciones para rutas de administracion orales o tépicas, o bien se utilizan en la
industria alimentaria (Vauthier y Bouchemal, 2009). Dentro de los estudios reportados
usando nanoparticulas con polimeros biocompatibles y biodegradables, existe un gran

numero de trabajos con: Poliacido lactico (PLA), poli(D,L-lactico-co-glicdlico) (PLG) y
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acido poli(D,L-lactico-co-glicdlico) (PLGA) (Singh y Lillard, 2009). Dentro de estos
polimeros usados en la administracion de farmacos, uno de los mas exitosos es el PLGA
ya que es un polimero biodegradable cuya hidrélisis conduce a los metabolitos, acido
lactico y acido glicolico (Danhier et al., 2012). Debido a que estos dos monémeros son
enddgenos y facilmente metabolizados por el cuerpo a través el ciclo de Krebs, se asocia
una minima toxicidad sistémica con el uso de PLGA para la administracion de farmacos
o0 aplicaciones de biomateriales (Danhier et al., 2012). Ademas el PLGA esta aprobado
por la Agencia de Alimentos y Medicamentos (FDA) y la Agencia Europea de
Medicamentos (EMA) en diversos sistemas de administracion de farmacos en seres
humanos (Tosi y Bortot, 2013). Los polimeros son comercialmente disponibles con
diferentes pesos moleculares y composiciones (Sadat et al., 2014). El tiempo de
degradacion se puede variar desde dias a meses, dependiendo del peso molecular y la
relacion de los monomeros (Park, 1995). Las formas de PLGA se identifican
generalmente por la relacion de mondmeros utilizada. Por ejemplo, PLGA 50:50
identifica un copolimero cuya composicion es 50% de acido lactico y 50% acido
glicolico (Kumari et al., 2010). Otra ventaja del PLGA es que contiene grupos carboxilo
que facilitan la funcionalizacién con otras moléculas, tanto antes como después de la
preparacion de nanoparticulas. Practicamente, cualquier farmaco hidréfobo o hidréfilo
puede ser considerado para su encapsulacion en nanoparticulas poliméricas dependiendo
de la relacion polimérica (Danhier et al., 2012). Los farmacos o componentes activos que

se encapsulan en las nanoparticulas dependeran de la aplicacién, es decir del tipo de
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enfermedad que se quiera tratar. En este ambito, para tratar enfermedades infecciosas se
utilizan antibioticos especificos que sean capaces de producir un efecto terapéutico.
Dentro de estas enfermedades infecciosas tenemos a la tuberculosis (TB), una
enfermedad cronica contagiosa causada por la bacteria Mycobacterium tuberculosis
(MTB) que infecta a 9 millones de personas y mata a 1,4 millones de personas cada afio
(Pandey et al., 2003a). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha estimado que un
tercio de la poblacion mundial se encuentra infectado con MTB (Nguyen Thi et al.,
2014). A pesar de contar con un tratamiento efectivo, esta enfermedad sigue siendo un
importante problema de salud en todo el mundo, ya que las opciones disponibles para el
tratamiento cuentan con el inconveniente de tener tiempos extendidos de administracion
de farmacos que normalmente son de 6 meses, pero en algunos casos pueden llegar a
durar hasta 2 afios, dependiendo del tipo de TB. Ademaés del tiempo prolongado del
tratamiento, las dosis son generalmente diarias (en algunos casos semanales) y se
administran mdaltiples farmacos antituberculosos simultaneamente. Basado en lo antes
mencionado, muchas personas no siguen el régimen estricto del tratamiento, lo que a su
vez ha ocasionado la aparicion de cepas resistentes a alguno de los antibioticos utilizados

como primera linea, lo cual es una sefial de alarma en la actualidad (Alan, 2014).

Debido a los problemas antes descritos con los tratamientos convencionales para
TB, que se relacionan a las dosis y a la duracién de los mismos, se han buscado nuevas
alternativas, dentro de las cuales se encuentran los sistemas de administracion de

farmacos basados en nanoparticulas. Estos sistemas tienen el potencial de contribuir en la
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reduccién de las dosis y también de la frecuencia de dosificacion, que son dos de los
principales obstaculos en el control de TB (Gelperina et al., 2005). Asimismo, la
aparicion de cepas resistentes de MTB a los farmacos de primera linea ha generado
interés en el desarrollo y busqueda de nuevos compuestos antimicobacterianos. En este
ambito, el grupo de investigacion de la Dra. Adriana Garibay Escobar de la Division de
Ciencias Bioldgicas y de la Salud de la Universidad de Sonora logroé aislar y cristalizar un
compuesto, llamado 1,10-epoxipartendlido (EP), con formula C1sH2004, el cual presenta

actividad antimicobacteriana (Coronado, 2012).

Con base en todo lo anteriormente expuesto, en este trabajo se plantea sintetizar y
caracterizar un sistema de nanoparticulas poliméricas de PLGA para la administracién
controlada del farmaco EP. Las particulas se sintetizaran por el método de emulsién -
evaporacion del solvente y se caracterizardn usando dispersién dinamica de luz,
electroforesis por laser Doppler y también se determinara la cantidad de EP encapsulado,
la eficiencia de encapsulacién y la cinética de liberacién de EP de las nanoparticulas
poliméricas. La investigacion propuesta podria contribuir en el desarrollo de tratamientos

novedosos para TB, reduciendo la dosis y también la frecuencia de dosificacion.
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1.2. Objetivo General

Sintetizar y caracterizar un sistema de nanoparticulas poliméricas de PLGA para

la administracion controlada de EP.

1.3. Objetivos Especificos

e Caracterizar el farmaco EP.
e Sintetizar nanoparticulas poliméricas cargadas con EP.

e Caracterizar los sistemas nanoestructurados con dispersion dindmica de luz y

electroforesis por laser Doppler.

e Determinar la cantidad de farmaco encapsulado en las nanoparticulas y la

eficiencia de encapsulacion.

e Estudiar la cinética de liberacion del farmaco EP en condiciones fisioldgicas.



CAPITULO II. MARCO TEORICO | 7

CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1. Nanotecnologia y Nanomedicina

La nanotecnologia puede definirse como la ciencia y la ingenieria involucradas en
el disefio, sintesis, caracterizacion y aplicacion de materiales y dispositivos cuya
organizacion funcional mas pequefia tiene al menos una dimension en la escala
nanométrica (1 nm- 1000 nm) (Silva, 2004). En la actualidad la nanotecnologia tiene
aplicaciones en diversos campos que incluyen fibras y textiles, agricultura, electronica,
ciencia forense, aeroespacial, medicina, etc. Dentro de las aplicaciones médicas, se ha
creado un nuevo campo llamado nanomedicina, el cual tiene como objetivo el desarrollo
de herramientas para diagnosticar, prevenir y tratar enfermedades drasticas como
tuberculosis, cancer, diabetes, SIDA, malaria, entre otras, cuando estdn todavia en
estados poco avanzados o en el inicio de su desarrollo (Kumari et al., 2010). Las
aplicaciones actuales y prometedoras de la nanomedicina incluyen, pero no se limitan a,
administracion de farmacos, el diagnostico in vitro, formacion de imégenes in vivo,
técnicas de terapia, biomateriales y la ingenieria de tejidos. Dentro de las aplicaciones
terapéuticas de la nanomedicina, tenemos a las nanoparticulas biodegradables (Nair y

Laurencin, 2007).
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2.2. Dispersiones coloidales

Para entender mejor a la nanotecnologia y sus aplicaciones, como por ejemplo la
nanomedicina, es necesario describir las caracteristicas basicas que describen el
comportamiento de los sistemas nanoestructurados cuando estan en contacto o dispersos
en otro sistema o en otra fase. Para tal fin, a continuacion se presenta una descripcion
general de dicho comportamiento por medio de las dispersiones coloidales, las cuales
comprenden a una coleccién de pequefas particulas, gotas, o burbujas de una fase, que
tienen al menos una dimension en la escala nanométrica, y las cuales estan dispersas en
una segunda fase. Una o ambas fases pueden estar en gas, liquido, so6lido, o estados de
fase supercriticos. Una dispersion coloidal, exhibe propiedades fisicoquimicas que
difieren de las de los &omos o moléculas constituyentes pero también son diferentes a
partir de material macroscépico (Laurier, 2005).

El rango de tamafio coloidal y las proporciones altas de superficie de area -
volumen da lugar a algunas propiedades fisicas Unicas. Considerando que las particulas
de la quimica clésica pueden tener una o unas pocas cargas eléctricas, las particulas
coloidales pueden llevar miles de cargas. Con tales fuerzas eléctricas, la disociacion
completa es la regla para las especies coloidales, sin excepcion. Dado que para las
especies coloidales las areas superficiales especificas (area de superficie por unidad de
masa) son relativamente grandes, las propiedades de las interfaces pueden tener una

influencia importante en sus propiedades (Laurier, 2005).
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Coloides lidfilos se forman espontaneamente cuando las dos fases se relinen
porque la dispersion es termodindmicamente mas estable que el estado original. El
término liofilo se usa con menos frecuencia en la practica moderna, porque muchas de las
dispersiones que alguna vez fueron consideradas como liéfilo son ahora reconocidas
como sistemas monofasicos en el que se disuelven las moléculas grandes. Coloides
li6fobos no se forman espontdneamente en contacto de las fases, ya que son
termodinamicamente inestables en comparacion con los estados separados. Estas
dispersiones se pueden formar con entrada de energia mecanica a través de alguna forma
de agitacion tal como la proporcionada por un mezclador de estilo hélice, un molino
coloidal, o un generador de ultrasonidos. La suspension resultante puede tener una
estabilidad considerable como una dispersion metaestable. Ejemplos de dispersiones
coloidales li6fobas son emulsiones, espumas y suspensiones de particulas. Ejemplos de
dispersiones coloidales liéfilas son micelas de tensioactivo, soluciones de proteinas y

virus (Laurier, 2005).

2.2.1. Fuerzas de VVan der Waals e interacciones electroestaticas

Es el nombre colectivo para un conjunto de fuerzas caracterizadas por la misma
dependencia de potencia de la distancia. Los parametros importantes en este tipo de
interacciones son el momento dipolar, que surge de la distribucidn de carga desigual de la

molécula y la polarizabilidad atomica, la cual basicamente indica la tendencia de la
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redistribucion de cargas cuando la molécula es sometida a un campo eléctrico. Una
contribucion importante para el campo de fuerza de las fuerzas de Van der Waals esta
dada por la interaccion entre el momento dipolar instantaneo que surge de la posicién
instantanea de los electrones con respecto al nicleo. La importancia fundamental de las
fuerzas de Van der Waals deriva del hecho de que siempre estan involucradas en la
interaccion entre los cuerpos, a diferencia de otros tipos de fuerzas que requieren una
caracteristica particular (por ejemplo, una carga eléctrica o una capa de macromoléculas
absorbidas). Hay al menos tres tipos de fuerzas que contribuyen al enlace de Van der
Waals. La primera fuerza, de tipo atractivo, conduce a lo que se llama energia de
ionizacion y esta presente en las agrupaciones moleculares cuyas particulas
constituyentes poseen un momento dipolar permanente. A una distancia razonable se
percibe que los dipolos tienen a orientarse perfectamente uno con respecto a otro y la
atraccion de unos dipolos sobre otros conduce a la energia de orientacion atractiva o
interaccion dipolo-dipolo (Companion, 1980).

El segundo tipo de fuerza atractiva es la que existe entre una molécula con un
momento dipolar permanente y una molécula (o &tomo) sin él. Si el &tomo es polarizable,
la nube electronica se desplaza hacia el extremo positivo del dipolo, con lo que los
centros de las cargas positiva y negativa del atomo ya no coinciden y se ha formado un
dipolo atémico inducido. La interaccion atractiva entre el dipolo permanente y un dipolo

inducido recibe el nombre de energia de induccion (Companion, 1980).
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La distribucion de carga electronica tiene, en promedio, simetria esférica, pero
momentaneamente pueden existir dipolos. Estos dipolos de corta vida polarizan los
atomos adyacentes originando dipolos inducidos y aumentando la fuerza de atraccion,
que se denomina fuerza de London o fuerza de dispersion, este es el tercer tipo de fuerza
que contribuye al enlace de Van der Waals. La fuerza de dispersién aumenta al aumentar
el tamafio y la polarizabilidad de los &omos de las moléculas (Douglas y Alexander,
1994).

Las interacciones electrostaticas pueden debilitarse cuando otros i6nes diferentes
se encuentran en la cercania, modificando el campo eléctrico, o bien, cuando los iones se
disuelven en un solvente capaz de rodearlos y apantallar las cargas eléctricas (solvente
altamente dieléctrico). Las fuerzas electrostaticas son repulsivas o atractivas,
dependiendo de si las cargas que interaccionan son de igual o distinto signo. La
intensidad de una fuerza electrostética depende directamente de la carga de cada ion, y es
inversamente proporcional a la constante dieléctrica del disolvente y a la distancia entre

las cargas.

2.2.2. Teoria DLVVO

La materia desde escalas atomicas puede tener varios tipos de interacciones con el
medio en el que estd suspendida, especialmente cuando se tienen soluciones acuosas u

otras soluciones con disolventes de alta constante dieléctrica y dichas interacciones estan
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relacionadas a las fuerzas de van der Waals. Por otro lado, si las superficies de los
materiales en cuestion interaccionan ya sea por las caracteristicas intrinsecas de los
materiales o por la adsorcion especifica de los iones de la solucion, van a interactuar
también electroestaticamente. La accion combinada de las fuerzas de van der Waals y las
fuerzas electrostaticas en agua se describe por la llamada teoria DLVO de la estabilidad
coloide (de las iniciales de Derjaguin, Landau, Vervey and Overbeek). En la teoria
DVLO, el total de energia libre total de la interaccion es expresada por la suma de las

fuerzas de van der Waals y electrostaticas (Garbassi et al., 1998).

En teoria DLVO la aglomeracion y la estabilidad de las dispersiones de particulas
se determinan por la suma de las fuerzas atractivas y repulsivas entre particulas
individuales. La atraccion entre particulas es debido a las fuerzas de van der Waals. La
interaccion de la doble capa eléctrica que rodea cada particula se Ilama fuerza de
repulsién electrostatica. Las dos propiedades mas importantes de la doble capa eléctrica
son el potencial zeta y el espesor de la doble capa eléctrica. Un aumento en cualquiera se
traducira en un aumento en interaccion electrostatica repulsiva. La carga superficial se
controla por varios mecanismos, incluyendo ionizacion de superficie y adsorcion de
iones, mientras que el espesor de la doble capa eléctrica es una funcion de la solucién de

fuerza idnica.
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2.2.3. Emulsiones

Las emulsiones son dispersiones coloidales en la cuales un liquido es disperso en
una fase liquida continua de diferente composicion. La fase dispersa es algunas veces
referida como la fase interna y la fase continua como la fase externa. En la mayoria de las
emulsiones, uno de los liquidos es acuoso (W) mientras que el otro es un aceite o
hidrocarburo (O) (Laurier, 2005). La mayoria de las emulsiones estables en la practica
contienen un agente emulsificante (o0 estabilizador) que usualmente es un tensioactivo
(Valenzuela, 2014). Dos tipos de emulsion se distinguen facilmente en principio,
dependiendo del tipo de la fase continua: aceite-en-agua (O/W) para gotitas de aceite
dispersa en agua, o agua-en-aceite (W/O) para las gotitas de agua dispersadas en aceite.

Las situaciones practicas no siempre son tan simples y uno puede encontrar
emulsiones dobles, es decir, emulsiones que son aceite-en-agua-en aceite (O/W/O) y
agua-en-aceite-en-agua (W/O/W). Por ejemplo, O/W/O denota una emulsion doble, que
contiene gotitas de aceite dispersadas en gotas acuosas que a su vez estan dispersadas en
una fase continua de aceite (Laurier, 2005). Las gotitas de emulsién doble pueden ser
bastante grandes (decenas de mm) y pueden contener muchas decenas de gotitas de la
fase interna final. El tipo de emulsion que se forma depende de un nimero de factores. Si
la relacion de volumenes de fase es muy grande o muy pequefia, entonces la fase que
tiene el volumen més pequefio es con frecuencia la fase dispersa. Si la relacion estd mas

cerca de uno, entonces otros factores determinan el resultado. La mayoria de las
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emulsiones no son termodinamicamente estables. Un emulsionante puede ser necesario
para establecer la formacion de la emulsion méas facil, o puede formar una pelicula

protectora, que ayuda a mantener la emulsién sin que se rompa (Laurier, 2005).

2.2.4. Preparacion de emulsiones

La mayoria de los tipos de emulsiones que se encontrardn en la practica no se
forman espontaneamente en contacto de las fases, ya que son termodindmicamente
inestables en comparacion con los estados separados. Estas dispersiones pueden formarse
por otros medios, sin embargo. Una emulsion se puede formar si dos liquidos inmiscibles
se mezclan simplemente juntos en un recipiente y luego se agitan bien, pero si no se
agrega algun tipo de estabilizador (emulsionante) la emulsion probablemente serd muy
inestable. Los agentes estabilizadores para emulsiones puede comprender uno 0 méas de
los siguientes compuestos: electrolitos inorganicos simples, agentes tensioactivos,
macromoléculas, o sélidos finamente divididos (tales como el carbono, sulfatos,
hidréxidos, o particulas de arcilla con recubrimientos organicos). El uso de un agente
emulsificante puede ser necesario para reducir la tension interfacial de la emulsion, por lo
que es mas facil crear pequefas gotas, o también pueden ser necesarios para estabilizar
las pequefias gotitas formadas con la emulsién, de modo que no se unan para formar
gotas mas grandes, o incluso se separan como una fase a granel (Laurier, 2005). En el

método clasico de preparacion de una emulsion, el agente emulsionante se disuelve en la
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fase donde es més soluble, después de lo cual se afiade la segunda fase y se aplica un
esfuerzo cortante a la mezcla utilizando cualquier mecanismo para producir alta

velocidad o una agitacion vigorosa (Laurier, 2005).

2.2.5. Tensooactivos

Los tensoactivos o agentes de superficie activa son moléculas anfifilicas con una
parte hidrofilica polar, i6nica, o de ion hibrido y una parte hidréfoba no polar que
comprende normalmente una cadena de hidrocarburo o fluorocarburo. Pueden ser de
naturaleza iénica o no idnica. Las fuertes interacciones dipolo entre la parte hidrofilica y
agua les hacen solubles en agua, y el equilibrio entre las propiedades duales de
hidrofilicidad e hidrofobicidad les dota con una caracteristica Unica de propiedades de
superficie activa en soluciones. Los tensoactivos tienden a acumularse en varias
interfaces, reduciendo el contacto de la parte hidr6foba con el medio acuoso, y tienden a
reducir la energia libre de la frontera de fase. La concentracion critica de adsorcién del
tensoactivo en la interfase depende de su estructura y la naturaleza de las dos fases que

forman la interfaz (Fanun, 2010).

2.2.6. Estabilizacion estérica y electrostéatica

El uso de dispersiones de nanoparticulas estables es a menudo requerido para
correlacionar las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas con su potencial

toxico. Un importante conjunto de propiedades se ha identificado que debe ser abordado
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en los estudios toxicoldgicos, e incluyen el tamafio, estado de dispersion, carga
superficial, forma, composicion quimica, y quimica de superficie.

En teoria, es el equilibrio de las fuerzas repulsivas versus atractivas el que
determina la estabilidad del sistema de nanoparticulas; si las fuerzas repulsivas son
mayores que las fuerzas de atraccion, a continuacion, la suspension se mantiene estable
(Tantra et al., 2010).

La estabilizacion electrostatica, es decir, ajuste del pH para aumentar la carga superficial
de la particula puede aumentar la fuerza de repulsion entre particulas. Sin embargo, en
muchas pruebas toxicologicas, el pH tiene que ser limitado a un estrecho rango apropiado
para la funcién saludable de las células de prueba y organismos. La carga superficial se
puede controlar alternativamente por el uso de una sal, que puede disociarse en multiples
iones cargados. Si una particula es idnica o tiene grupos muy polares, los iones con carga
multiple pueden ser adsorbidos por la particula en un entorno acuoso, que conduce a un
aumento en la carga superficial de las particulas y potencial zeta. Los parametros mas
importantes que rigen el estado y la estabilidad de dispersiones de nanoparticulas,
incluyen fuerza de la solucién iénica, pH, carga superficial, y recubrimiento superficial.
La fuerza ionica tiene influencia en la estabilidad de dispersion por el cambio de espesor
de la capa doble eléctrica, mientras que el pH puede cambiar el estado de dispersion
mediante la alteracion del potencial zeta (carga de superficie). lones de carga multiple

adsorbidos y recubrimientos de polimeros en superficies de nanoparticulas puede
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suprimir la aglomeracion y estabilizar dispersiones de nanoparticulas. Sonicacion con
sonda y la estabilizacion electrostatica funcionan muy bien en la dispersiones con

nanoparticulas aglomeradas (Jiang et al., 2009).

2.3. Sistemas nanoestructurados para la liberacion de farmacos

Las nanoparticulas utilizadas como vehiculos de administracion de farmacos
tienen normalmente un tamafio entre 100 y 200 nm, y se componen de diferentes
materiales biodegradables tales como polimeros naturales o sintéticos, lipidos, o metales.
Las nanoparticulas son incorporadas dentro de las células mas eficientemente que varias
macromoléculas grandes, y por tanto, pueden ser utilizadas como sistemas de transporte y
entrega de compuestos activos, como farmacos. Cuando se utilizan nanoparticulas en
aplicaciones terapéuticas, los farmacos pueden ser integrados en la matriz de la particula
0 pueden ser conjugados a la superficie de la misma. Un sistema de administracion
especifico de farmacos debe ser capaz de controlar el destino de un farmaco al entrar en
el entorno biol6gico. Nanosistemas con diferentes composiciones y propiedades
biol6gicas como liposomas, micelas, dendrimeros y otras nanoparticulas sdlidas han sido
ampliamente investigados para aplicaciones de administracion de farmacos y genes como

se muestra en la Figura 1 (Nimitt y Mayur, 2014).
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Figura 1. Sistemas de liberacion de farmacos, adaptada de la literatura (Qingguo Xu,

Siva P Kambhampati, 2013).
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2.3.1. Liposomas

Los liposomas son vesiculas esféricas compuestas de fosfolipidos anfifilicos y
colesterol, que se autoasocian en bicapas para encapsular un interior acuoso, como se
observa en la Figura 1. Las moléculas anfifilicas de los fosfolipidos forman una bicapa
cerrada en forma de esfera de manera que intentan proteger sus grupos hidr6fobos del
medio acuoso, mientras se mantiene en contacto con la fase acuosa a través del grupo de
la cabeza hidrofilica (Sharma y Sharma, 1997). Los medicamentos muy hidrofébicos
pueden ser encapsulados en estos liposomas, en el interior de la bicapa de fosfolipidica o
en su interfase (Jauregui-Haza y Oropesa-Nufiez, 2012).

Los liposomas han demostrado ser Utiles para la entrega de agentes farmacéuticos.
Estos sistemas utilizan el contacto facilitado para la administracion de farmacos, que
consiste en la unién o la interaccion con la membrana de la célula blanco (Jauregui-Haza
y Oropesa-Nufiez, 2012). Los liposomas cuentan con el inconveniente de presentar

tiempos de circulacion cortos y bajas eficiencias de encapsulacion.

2.3.2. Micelas

Las micelas son particulas coloidales nanomeétricas, generalmente esféricas, con
un interior hidrofébico y un exterior hidrofilico, como se muestra en la Figura 1. Las
micelas son ampliamente utilizadas en la preparacion de formulaciones farmacéuticas

como agentes solubilizantes y pueden utilizarse como portadores de farmacos
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hidrofébicos. Los farmacos pueden ser atrapados en el interior de las micelas o adherirse
covalentemente a las superficies de ellas. El tamafio de estas particulas, las cuales
generalmente tienen un tamafio inferior a los 50 nm de didmetro. Dichas micelas pueden
circular durante periodos prolongados en la sangre, evadiendo el sistema inmunoldgico
del paciente. Por ello, se pueden utilizar para la liberacién gradual de farmacos y facilitar
el diagnostico in vivo. El exterior hidrofilico de las micelas estd disefiado para ser
termodindmicamente estable y biocompatible.

En particular, las micelas pueden proporcionar la administracion prolongada de
farmacos directamente en el tumor, haciéndolos capaces de cruzar la barrera
hematoencefalica. Esto se logra mediante la funcionalizacion de la superficie del material
con péptidos y ligandos permitiendo que el material cargado con la droga pueda ser
administrado por via sistémica, aunque estos aun se dirigen especificamente al endotelio

del tumor (Jauregui-Haza y Oropesa-Nufiez, 2012).

2.3.3. Dendrimeros

Los dendrimeros son una clase Unica de macromoléculas, sintetizadas mediante
una serie de reacciones sucesivas de adicion (o condensacion) controladas sobre un
nucleo polifuncional. La estructura de estos polimeros consiste en una ramificacion

alrededor del nucleo central que da lugar a un patron geométrico tridimensional casi
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perfecto (Figura 1). En teoria, es posible sintetizar dendrimeros anfifilicos, con un ndcleo
hidrofébico en el interior de las ramificaciones hidrofilicas (Gillies y Fréchet, 2005).

Los dendrimeros utilizados en la administracion de farmacos son generalmente de
10 a 100 nm de didmetro, con maltiples grupos funcionales en su superficie, lo que hace
que sean ideales como transportadores para la entrega de farmacos (Jauregui-Haza y

Oropesa-Nufiez, 2012).

2.3.4. Nanocapsulas y nanoesferas

Las nanoparticulas sélidas son objetos esféricos que pueden ser fabricados con
materiales biodegradables, como proteinas (por ejemplo, albimina o colageno), grasas, o
polimeros. Las nanoparticulas sélidas actuales, tienen un tamafio entre 10 nm a 1 000 nm,
pueden realizar varias tareas, entre las que resaltan la obtencion de iméagenes y
administracién simultanea de farmacos. Las nanoparticulas sélidas pueden ser
modificadas superficialmente con moléculas para la administracién dirigida de farmacos.
Una de las principales ventajas de estas formulaciones es que estas nanoparticulas se
pueden preparar para proporcionar una liberacién controlada de farmacos. Las
nanoparticulas sdlidas se encuentran entre las nanoformulaciones mas comunes
(Jauregui-Haza y Oropesa-Nufiez, 2012).

En la Figura 1 también se puede observar que las nanocépsulas son sistemas

vesiculares en el que un farmaco se limita a una cavidad rodeada por una membrana de
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polimero, mientras que nanoesferas son sistemas de matriz en la que el farmaco se

dispersa fisicamente y de manera uniforme (Rao y Geckeler, 2011).

2.4. Caracteristicas generales de las nanoparticulas en nanomedicina

2.4.1. Tamafio de las nanoparticulas

Actualmente, el método mas rapido y de rutina para la determinacion de tamafio
de las NP es mediante espectroscopia de correlacion de fotones o dispersion dinamica de
luz. Los resultados obtenidos por espectroscopia de correlacion de fotones generalmente
se verifican mediante microscopia de barrido o de transmisién de electrones (SEM o
TEM) (Khlebtsov y Khlebtsov, 2011).

El tamafio de particula y distribucion de tamafio son las caracteristicas méas
importantes de las NP. Ellos determinan la distribucion in vivo, el destino bioldgico,
toxicidad, y la capacidad de focalizacién de entrega de estos sistemas. Ademas, pueden
influir en la carga de farmaco, la liberacion del farmaco, y la estabilidad de las NP
(Mohanraj y Chen, 2006).

Las particulas mas pequefias tienen una mayor relacion superficie-volumen; Por
lo tanto, la mayoria del farmaco asociado con pequefias particulas estd en la superficie o
cerca de la superficie de la particula, dando lugar a la liberacion mas rapida del farmaco.
En contraste, las particulas méas grandes tienen grandes ndcleos, que permiten encapsular

mas farmaco por particula y la liberacion es mas lenta. Asi, el control del tamafio de
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particula proporciona un medio de ajuste de las tasas de liberacion del farmaco (Singh y
Lillard, 2009).

En el caso de las nanoparticulas poliméricas, la degradacion del polimero también
puede ser afectada por el tamafio de particula (Panyam et al., 2003). Por ejemplo, se
encontr6 que la tasa de degradacion del polimero PLGA aumenta a medida que la
particula aumenta de tamarfio, se cree que este proceso es debido a los productos de
degradacion de PLGA que pueden difundir mas facilmente a través de distancias mas
cortas en nanoparticulas mas pequefias, mientras que la matriz polimérica de las
particulas méas grandes aumenta el tiempo de la liberacion debido a la mayor distancia y
también puede causar la degradacion autocatalitica del material polimérico (Singh y

Lillard, 2009).

2.4.2. Distribucién de tamafio de las particulas

De una forma general, las NP poliméricas obtenidas a través de diferentes
métodos de preparacion presentan una distribucion unimodal, con una bajo indice de
polidispersidad (Rao y Geckeler, 2011). Dependiendo de la formulacion, las diferencias
de tamafio se pueden observar dependiendo del método utilizado para su determinacion,
ya que la imagen de microscopio electrénico proporciona una particula aislada del medio,
mientras que la espectroscopia de correlacion de fotones posibilita la determinacion del

radio hidrodinamico de particulas en suspension (Rezende et al., 2003).
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Varios estudios se han desarrollado para la evaluacion de los principales factores
que afectan el diametro de las particulas de los sistemas nanoestructurados. Generalmente
las nanoparticulas poliméricas preparadas por diversos métodos presentan didmetros
medios entre 100 y 300 nm, sin embargo, también podrian ser obtenidas particulas con
didmetros inferiores a 50 nm.

La composicion cualitativa y cuantitativa de las NP poliméricas y el método de
preparacion son factores determinantes del didmetro medio y la polidispersidad de las
particulas. En el caso de nanocéapsulas, un factor importante, que influencia el didmetro
de las particulas, es la naturaleza del aceite usado como ndcleo. Los resultados son
atribuidos a diferencias de viscosidad, hidrofobicidad o la tensidn interfacial de las

sustancias empleadas (Rezende et al., 2003).

2.4.3. Evaluacion morfolégica

La microscopia electronica de barrido y la de transmision han sido empleadas en
la obtencion de informacion relativa a la forma y tamafio de las NP. La microscopia de
transmision permite también diferenciar entre nanocapsulas y nanoesferas, posibilitando,
inclusive, la determinacién del espesor de la pared de las nanocapsulas (Akbari et al.,
2011).

Otra técnica que tambien ha sido utilizada para la caracterizacion morfologica de

la superficie de las nanoparticulas es la microscopia de fuerza atomica, la cual ofrece
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informacion con alta precision en tres dimensiones, en escala nanométrica y es capaz de

resolver detalles de superficie a nivel atomico (Rezende et al., 2003).

2.4.4. Potencial Zeta

El potencial zeta de las nanoparticulas es el potencial en el plano de deslizamiento
de la doble capa eléctrica y representa la carga de la superficie “efectiva” de las
nanoparticulas (Fanun, 2010). Se utiliza comUnmente para caracterizar la carga
superficial de ellas. Refleja el potencial eléctrico de las particulas y depende de la
composicion de la particula y el medio en el que se dispersa. Las nanoparticulas con un
potencial zeta por encima de £ 30 mV han demostrado ser estables en suspension. El
potencial zeta también se puede utilizar para determinar si un material cargado es
encapsulado en el centro de la nanoparticulas o en la superficie (Jauregui-Haza y
Oropesa-Nufiez, 2012).

Mediciones simples y rapidas pueden llevarse a cabo mediante la medicion de la
movilidad electroforética de las nanoparticulas en una solucion. Utilizando la siguiente
ecuacion general, la movilidad electroforética se puede usar entonces para calcular el

potencial Zeta (Jauregui-Haza y Oropesa-Nufiez, 2012):
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Donde ¢ es el pontencial zeta, E es la movilidad electroforética, # es la viscosidad

del medio, y ¢ es la constante dieléctrica.

2.5. Tecnicas para medir el tamafio y potencial Z de las nanoparticulas

2.5.1. Dispersién dinamica de luz (DLS)

DLS es también conocida como espectroscopia de correlacion de fotones (PCS) y
dispersion de luz cuasi-elastica (QELS). Las particulas en solucion tienen un movimiento
browniano debido a colisiones aleatorias entre las moléculas de disolvente y las
particulas, como consecuencia de este movimiento de las particulas, la dispersion de la
luz del conjunto de particulas fluctta con el tiempo. En DLS, la autocorrelacion de estas
fluctuaciones temporales en la intensidad de la luz dispersada se evalta para determinar
la intensidad ponderada del coeficiente medio de difusion (m?/ s), D, de las particulas.

El didmetro hidrodindmico promedio, dp, puede entonces ser calculado a partir del

coeficiente de difusién utilizando la ecuacién de Stokes-Einstein:

4 =K 2)
P 3muD

Donde k es la constante de Boltzmann (J K?), T es la temperatura absoluta y p es la
viscosidad del medio (kg m™ s). El diametro hidrodinamico es el diametro de una esfera

que tiene el mismo coeficiente de difusion de las particulas (Jiang et al., 2009).
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Considerando que varios grupos de tamafio de particulas estdn a menudo
presentes en una solucion, es necesaria una distribucion de tamafio para describir la

dispersion (Jiang et al., 2009).

2.5.2. Electroforesis con laser Doppler (ELS)

Electroforesis laser Doppler (LDE) o velocimetro laser Doppler (LDV) se utiliza,
para la medicion del potencial zeta. Cuando un campo eléctrico se aplica a través de la
dispersion, las particulas cargadas presentes en la dispersion se mueven hacia el electrodo
de polaridad opuesta, este fendmeno se llama electroforesis. Si un rayo laser se pasa a
través de la muestra de electroforesis, la luz dispersada por las particulas en movimiento
sera desplazada en frecuencia. Al medir el desplazamiento de frecuencia, la movilidad
electroforética (M? V! s1), U, puede determinarse dados la longitud de onda laser y el
angulo de dispersion. El potencial zeta, medido en volts (V), puede entonces calcularse a
partir de la movilidad electroforética usando la Ecuacion 1 (Morrison y Ross, 2002).
Alrededor de la doble capa eléctrica que rodea hay un limite te6rico (plano de
deslizamiento), en el cual el liquido se mueve junto con particulas (Morrison y Ross,

2002).
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2.6. Liberacién de fArmacos de nanoparticulas poliméricas

Actualmente existen dos métodos generales para la administracion de farmacos, el
primero se lleva a cabo por una liberacion controlada, donde se trata de eliminar o reducir
los efectos secundarios del farmaco por medio del uso de concentraciones reducidas del
mismo y aumentando la estabilidad del farmaco en el organismo. En estos sistemas no
suelen existir cambios en la concentracion del farmaco en el organismo (comparandolo
con los cambios intermitentes de concentracion en las dosificaciones convencionales). El
otro método para la administracion de farmacos es llevado a cabo por una liberacion
dirigida hacia lugares especificos, donde se trata de asegurar que el farmaco sea liberado
en el lugar requerido, y al mismo tiempo se mantenga controlada la accion del mismo en

cualquier otro lugar del organismo (Séez, Virginia; Hernaez, Estibaliz; Lépez, 2003)

2.6.1. Mecanismos de liberacion de farmacos de nanoparticulas poliméricas

El conocimiento de los mecanismos de liberacion y los procesos fisicoquimicos
que influyen en la velocidad de liberacion es vital en el desarrollo de la liberacion
controlada de farmacos. Los dos mecanismos de liberacion principales asociados a la
liberacion del farmaco desde sistemas basados en PLGA son la difusion del farmaco y la
degradacion / erosion de la nanoparticula (Dinarvand et al., 2011). La velocidad de
liberacion se dice a menudo que es controlada por difusion inicialmente y por

degradacion / erosion durante la etapa final del periodo de liberacion. Sin embargo,
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existen muchos procesos o eventos que influyen en la tasa de difusion del farmaco y la
degradacion, por ejemplo, las interacciones polimero-farmaco, las interacciones farmaco-
farmaco, absorcion de agua y el cierre de los poros (Fredenberg et al., 2011).

El mecanismo por el cual se da la liberacion del farmaco es influenciado por
diversos factores como el material del nanotransportador (composicién, estructura,
degradabilidad), el medio en el cual se da la liberacion (pH, enzimas, fuerza idnica,
temperatura) y el tipo de farmaco (hidrofilicidad, estabilidad e interaccion con la matriz)
(Santa Cristian y Lopez, 2013).

El perfil de liberacion se utiliza a veces como la base para la evaluacion
mecanicista. La liberacion del farmaco es a veces bifésica, pero es mas comdn un perfil
trifasico. Las particulas grandes o sistemas de liberacion de farmacos a menudo presentan
este perfil de liberacion trifasico debido a la degradacion heterogénea. Las particulas
pequefas y particulas recubiertas de una capa delgada de PLGA a menudo presentan un
perfil de liberacion bifasico con una segunda fase relativamente répida. En la Figura 2 se
dan algunos ejemplos de los diferentes perfiles de liberacion (Fredenberg et al., 2011).

La fase I en el perfil de liberacion trifasico cléasico es generalmente descrita como
una réafaga de liberacion, y se ha atribuido a farmaco no encapsulado en las particulas.
Otras razones para la liberacion de rafaga pueden ser la formacion de grietas y la
desintegracion de particulas. Después tenemos a la fase Il, que a menudo es una fase de

liberacion lenta durante la cual el farmaco se difunde poco a poco, ya sea a través del
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polimero relativamente denso o a través de los pocos poros existentes, mientras que la
degradacion del polimero y la hidratacion proceden. Por Gltimo, en la fase Il se presenta
generalmente un periodo de liberacion mas rapida, a menudo atribuido al inicio de la

erosion. Esta fase se Ilama a veces la segunda rafaga.

1.2

Fraccion Liberada

Tiempo (Dias)

Figura 2. Distintos perfiles de liberacion de farmacos en sistemas de administracion de

farmacos basados en PLGA, adaptada de la literatura (Fredenberg et al., 2011).
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2.7. Eficiencia de encapsulacion y carga de farmaco en nanoparticulas

La carga de farmaco durante la preparacién de las nanoparticulas y su posterior
liberacion de éstas, son propiedades importantes que tienen que ser evaluadas en un
sistema de suministro de farmacos ya que determinan en gran medida la eficiencia y
dosificacion de tales sistemas. La carga de farmaco es el proceso de incorporacion del
farmaco en una matriz polimérica o capsula. La liberacion del farmaco es el proceso
inverso por el cual las moléculas de farmaco se liberan de la fase sélida y se vuelven
disponibles para la adsorcién y la accion farmacéutica (De Villiers et al., 2009).

Dos términos comunes se utilizan en la literatura. Estos son la carga de farmaco
(DL) vy eficiencia de encapsulacion (EE) los cuales son pardmetros importantes para
evaluar las propiedades de las nanoparticulas (Wang et al., 2004). Estos parametros se

definen como:

i Masa del farmaco en las nanoparticulas
Carga de farmaco (%) = Masa de nanoparticulas x 100 )

o » Carga experimental de farmaco
Eficiencia de encapsulacién (%) = Carga tebrica de farmaco x 100 (4)
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La eficiencia de encapsulacion describe la eficacia del método de preparacion
para incorporar las drogas en el sistema de soporte. La cantidad de farmaco encapsulado
también determina el rendimiento del sistema de administracion de farmacos ya que
influye en la velocidad y grado de liberacion del farmaco desde el sistema (Tripathi et al.,
2010). Tanto el DL como la EE dependen de las propiedades fisicoquimicas y las
interacciones entre el farmaco, la matriz de soporte y el medio circundante (Melgardt et
al., 2008). Por otro lado tenemos también al rendimiento del proceso, el cual nos da una
indicacion de la eficiencia para producir nanoparticulas con el proceso analizado, y se

define como:

Rendimiento del %) = Masa de nanoparticulas final 100
endimiento del proceso (%) = Masa inicial del farmaco + polimero X ©)

2.8. Enfermedades infecciosas

Las enfermedades infecciosas son el grupo de afecciones que mayor impacto ha tenido en
la historia de la humanidad y adn hoy constituyen el principal motivo de las
preocupaciones sanitarias para buena parte de las poblaciones del mundo. Un reciente
informe de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se ha ocupado de recordarnos,
que en 1995 las infecciones aun constituian la principal causa de muertes prematuras en
el mundo, agrupando casi un tercio del total de fallecimientos (17 de un total de 52

millones), méas de la mitad de los cuales (9 de los 17 millones) afectaban a nifios de corta
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edad. Por otra parte, la mitad de los habitantes del planeta continda expuesta a
infecciones endémicas de diversa indole.

En Europa Occidental y Norteamérica las infecciones epidémicas (peste, viruela,
fiebre amarilla y colera) fueron las enfermedades sociales dominantes hasta bien entrado
el siglo XIX, en que de forma gradual perdieron protagonismo en favor de las
enfermedades infectocontagiosas cronicas (tuberculosis, paludismo, fiebre tifoidea,
enfermedades de transmision sexual, entre otras). Desde los afios ochenta surgieron de
nuevo las afecciones de caracter infeccioso en el Occidente, a costa no sdlo del retorno de
enfermedades viejas ya conocidas como la tuberculosis y la sifilis, sino también de la
aparicion de «enfermedades emergentes» (Arrizabalaga, 2000).

Las enfermedades infecciosas ‘“emergentes” pueden ser definidas como
infecciones que recién han aparecido en una poblacién o siempre han existido, pero estan
aumentando rapidamente su incidencia o rango geografico. Entre los ejemplos recientes
se encuentran SIDA, enfermedad de Lyme, y el sindrome urémico hemolitico (una
infeccion transmitida por los alimentos causada por ciertas cepas de Escherichia coli)
(Morse, 1995).

Muchos factores contribuyen a la aparicion de enfermedades infecciosas, pero
aquellos identificados frecuentemente incluyen al cambio y adaptacion microbiana,

cambios demogréaficos, cambios ambientales, la tecnologia y el desarrollo econémico,
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ruptura de las medidas de salud publica y vigilancia, los viajes internacionales y el

comercio (Wilson, 1995).

2.8.1. Tuberculosis

Dentro de las enfermedades infecciosas, tenemos a la tuberculosis (TB), la cual
es una enfermedad crénica contagiosa causada por la bacteria Mycobacterium
tuberculosis (MTB) (Pandey et al., 2003b). Actualmente, la TB sigue siendo un
importante problema de salud en todo el mundo ya que MTB, el principal organismo
causante de la tuberculosis en humanos infecta a 9 millones de personas y mata a 1,4
millones de personas cada afio. La OMS ha estimado que un tercio de la poblacion
mundial se encuentra infectado con MTB (Nguyen Thi et al., 2014).

A pesar de contar con una vacuna, una metodologia diagndstica y un tratamiento,
la tuberculosis aln representa un problema de salud mundial, ya que éstas exhiben
algunas desventajas, entre las que destacan las siguientes: la vacuna, solo se puede aplicar
a nifios para lograr su objetivo de inmunizacién y solo protege contra las formas graves
de la tuberculosis, como la forma meningea o miliar y no contra la forma pulmonar,
siendo esta ultima la principal forma de diseminacion del padecimiento. Por otro lado, se
tiene que el tratamiento para TB a pesar de ser muy efectivo, cuenta con el gran
inconveniente del tiempo extendido de administracion, que como se menciond

anteriormente es el principal motivo por el cual muchas personas dejan de seguir el
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régimen estricto del tratamiento, lo que podria seleccionar cepas resistentes a alguno de
los antibidticos utilizados como primera linea, por ello se recurre a los de segunda linea
los cuales se utilizan en el caso de resistencia, algunos de ellos son: fluoroquinolonas,
capreomicina, protionamida, etionamida, kanamicina y rifabutina.

El escenario que prevalece actualmente de tuberculosis resistente a los
medicamentos es particularmente una sefial de alarma en todo el mundo, ya que la
infeccion viral puede debilitar el sistema inmune del huésped y predisponer a la
reactivacion endogena y la reinfeccion exdgena con TB (Alan, 2014). Ademas, la
creciente aparicion de tuberculosis multirresistente (MDR TB) y extremadamente
resistente (XDR TB) en la era del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) presenta
una gran amenaza para el control efectivo de la tuberculosis.

Debido a la aparicion de cepas resistentes a los medicamentos utilizados como
tratamiento para la TB, se han buscado nuevas alternativas para el tratamiento de esta
enfermedad, en este contexto, las plantas han demostrado ser una fuente potencial de
nuevos agentes antimicrobianos y por lo tanto, la investigacion de extractos de éstas ha
sido de gran interés cientifico para el descubrimiento de drogas eficaces en el tratamiento
de varias enfermedades. En este ambito, la planta de Ambrosia confertiflora (Asteraceae),
conocida comunmente como estafiate, ha sido utilizada en la medicina tradicional
sonorense, particularmente por las etnias yaqui y mayo, para tratar el dolor de estomago,

la disenteria y hemorroides.
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En la Divisién de Ciencias Bioldgicas y de la Salud, un grupo de investigacion del
Programa de Posgrado en Ciencias de la Salud ha reportado el aislamiento biodirigido de
compuestos de Ambrosia confertiflora con actividad contra Mycobacterium tuberculosis
cepa H37Rv, para lo cual obtuvieron extractos orgénicos con hexano, acetato de etilo,
diclorometano y metanol, donde los extractos obtenidos con diclorometano fueron
fraccionados mediante cromatografia en columna de silica gel con fase movil de
polaridad creciente, monitorizada por cromatografia de capa fina. Posteriormente
evaluaron la actividad antimicobacteriana de los extractos crudos, asi como de las
fracciones cromatograficas obtenidas, mediante el ensayo de azul alamar en microplaca
(MABA). Los autores reportan que el extracto obtenido con diclorometano de A.
confertiflora mostré6 una minima concentracion inhibitoria (MIC) de 120 pg/mL, asi
como una minima concentracion bactericida (MBC) de 140 pg/mL. Se logr6 aislar y
cristalizar un compuesto de tipo lactona sesquiterpénica, llamado 1,10-epoxipartendlido,
con formula CisH20Os4 (Figura 3), el cual es responsable de la actividad

antimicobacteriana del extracto diclorometénico de A. confertiflora (Coronado, 2012).
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Figura 3. 1,10-epoxipartenélido (C15H2004). Molécula encontrada en la fraccion F22A 'y
F8E del extracto diclorometanico de A. confertiflora. Estructura adaptada de la literatura

(Coronado, 2012).
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CAPITULO IIl. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

El polimero poli(D,L-lactico-co-glicélico) 50:50 con terminacion en acido
(PLGA) (0.2 dL/g) fue comprado de Corbion Purac, Gorinchem, (The Netherlands).
Diclorometano (DCM) fue adquirido de Avantor Performance Materials, Inc.
(Phillipsburg, NJ). El alcohol polivinilico (PVA) con un peso molecular promedio de 10-
26 kDa y con 86-89 % en mol de hidrdlisis fue obtenido de Alsa Aesar (Ward Hill, MA).
El farmaco 1,10-epoxipartendlido (EP) fue proporcionado por el grupo de investigacion

de la Dra. Adriana Garibay Escobar de la Universidad de Sonora.

3.2. Curva patrén del farmaco EP

La caracterizacion de EP se llevd a cabo por espectrofotometria (Figura 4), para
esto, se pes6 1 mg del farmaco y se disolvié en 100 pL. de DMSO usando agitacion tipo
vortex y después se aforé a 1 mL usando buffer 10 mM de PBS a pH 7.4 (el volumen de
DMSO se vari6 a 200 y 300 pL). Posteriormente se hicieron diluciones tomando 300 pL
de la dilucion madre y agregando 1 mL de buffer PBS a cada tubo y repitiendo esta
dilucién sucesivamente. Finalmente se obtuvo el espectro UV-vis haciendo un barrido

desde 200 nm hasta 800 nm usando el espectrofotometro UV-Vis Genesis 10S, Thermo
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Scientific, Madison, (Wisconsin, USA). Los resultados se graficaron para obtener la

curva patron de EP y cada estudio se realiz6 por triplicado.

——>

Se pes6 1 mg de EP Se agregaron 300 pLL de DMSO y 700 puL de PBS a cada tubo

(por triplicado) ﬂ

N

=2

Se utilizé vortex

I

A
g
SN NN

100 pL de PBS
N

<

Se hicieron diluciones tomando 300 pL de la solucion anterior y

) Se obtuvg el espectro UV agregando 1000 uL de PBS a cada tubo
haciendo un barrido de 200 nm a 800 nm

Figura 4. Procedimiento para la obtencion de la curva patron de EP.
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3.3. Preparacion de las Nanoparticulas Poliméricas (EP-NP)

La preparacion de las nanoparticulas poliméricas esta adaptada de la técnica de
emulsificacion — evaporacion del solvente (Lucero-Acufia et al., 2014). Brevemente, Se
pesan 25 mg de PLGA vy la cantidad correspondiente del f&rmaco EP (2%, 5% y 8% de
carga tedrica de EP (TDL), de acuerdo a la preparacion). A continuacién, el polimero y el
EP se disuelven en 5 mL de DCM usando vortex y después se enfria la mezcla a -20°C.
Luego se agregan 10 mL de una solucion acuosa de PVA al 5% a 4°C, el cual serd usado
como agente estabilizante. Seguidamente se agita la muestra usando vortex hasta
conseguir una microemulsion y después se sonica a 75% de amplitud en el ultrasonicador
Qsonica LLC 500 (Newtown, CT) durante 1 minuto usando un bafio de hielo (el bafio de
hielo se usa para evitar que se evapore el solvente organico antes de tiempo) para obtener
la nanoemulsion. Después de la emulsificacion, el solvente organico se remueve por
evaporacion en una campana de extraccion, a temperatura ambiente y utilizando agitacion
magnética durante un periodo de 5 a 6 h. Finalmente se lleva a cabo la purificacion de las
nanoparticulas, para lo cual, primeramente se realizé una centrifugacion a 6,540 g y 4°C
por 2 minutos en la centrifuga Sigma 3-30KS (Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode
am Harz, Germany), donde se descarto el precipitado y posteriormente se llevaron a cabo
tres ciclos de centrifugacion a 43,602 g y 4°C por 10 minutos, donde se descartd el

sobrenadante y en cada ciclo el precipitado se resuspendio en 10 mL de agua DI.
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3.4. Caracterizacion de las NP

La caracterizacion de las nanoparticulas se llevd a cabo midiendo el tamafio,
polidispersidad y potencial Z usando el equipo Zetasizer Nano ZEN de Malvern
Instruments Ltd (Worcestershire, United Kingdom). Las mediciones del tamafio y
polidispersidad de las nanoparticulas purificadas se llevo a cabo usando la técnica de
dispersion dinamica de luz (DLS). Adicionalmente, el potencial Z de cada muestra fue
determinado por duplicado a la misma temperatura usando electroforesis con laser
Doppler. Cada muestra se midid por triplicado con diez corridas cada una,
respectivamente. Los promedios del tamafo y potencial Z fueron tomados de tres

experimentos independientes.

3.5. Cantidad de EP encapsulado en EP-NP y eficiencia de encapsulacion

La cantidad de EP encapsulado en el sistema EP-NP (DL) y la eficiencia de
encapsulacion (EE) fueron obtenidas directa e indirectamente. En el método directo se
pesd 2 mg de EP-NP y se dispersaron en 1 mL del solvente diclorometano usando vortex,
de esta manera el solvente elimina los enlaces electroestaticos que mantenian unido al
polimero en la forma de nanoestructura y se libera el EP. Después se dejé evaporar el
solvente organico a temperatura ambiente y el farmaco EP se disolvio en 1.5 mL de
etanol usando vortex. A continuacion se dej6 precipitar el polimero PLGA, el cual no es

soluble en etanol y se tom0 una muestra del sobrenadante para analizarse
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espectroscopicamente. Los resultados obtenidos se compararon con la curva de
calibraciéon de EP y se relacionaron a la cantidad de EP encapsulado en EP-NP y a la
eficiencia de encapsulacion. EI método indirecto se llevd a cabo analizando los resultados
de los estudios de liberacién de EP, donde la masa final liberada se relacioné con la
cantidad de nanoparticulas usadas en el analisis para encontrar la cantidad de EP

encapsulado en EP-NP vy a la eficiencia de encapsulacion.

3.6. Cinética de la liberacién de EP

Para el estudio de cinética de liberacién de EP se prepard una solucién buffer 10
mM de PBS a pH 7.4 con 10% de DMSO, esto ultimo para evitar la saturacion de
farmaco en la solucioén, o bien, simular condiciones de disolucién infinita. El estudio de
liberacion se llevo a cabo pesando 1 mg de EP-NP, el cual se disolvié en 1 mL de la
solucién buffer. Después se colocd esta solucién conteniendo a las EP-NP dentro de una
membrana de dialisis estdndar de celulosa de 25 mm de didmetro y con longitud de 5 cm
sprecta/por de 12-14 kD MWCO (Spectrum Labs, Rancho Dominguez, CA, USA)), la
cual se acondiciond previamente con lavados en agua DI, de acuerdo al fabricante.
Posteriormente, la membrana se incub6 en un tubo falcon de 50 mL conteniendo 30 mL
de la solucién buffer a 37°C. A ciertos intervalos de tiempo, se tomaron muestras de 1
mL del medio de incubacidon y se analizaron en un espectrofotdmetro UV-vis a una

longitud de onda de 247 nm, utilizando como blanco a la solucion buffer. Los resultados
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obtenidos por el espectrofotémetro UV-vis se compararon con la curva de calibracion del
EP para determinar la concentracion de farmaco liberada. Cada volumen de muestra
tomado para cuantificar al farmaco se recuper6 con el mismo volumen de solucion buffer

para mantener un volumen de liberacion constante.
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Curva patron del EP

Como parte de la caracterizacion del EP, se estudiaron las propiedades
espectroscopicas del mismo en el UV-vis, utilizando como solvente una mezcla de buffer
PBS 10 mM pH 7.4 con diferentes concentraciones de DMSO (10%, 20% y 30% V/V).
Usando barridos en el UV-vis se encontr6 que el EP presenta un pico de absorcion a una
longitud de onda de 247 nm. A la longitud de onda antes mencionada se analizé la
absorbancia de diferentes soluciones de EP usando el espectrofotometro UV-vis (Génesis
10S, Thermo Scientific) y se realiz6 una grafica de concentracion vs absorbancia a 247
nm (Figura 5). En dicho grafico se observa que la curva de calibracion obtenida con la
solucion de buffer PBS con 10% de DMSO muestra un coeficiente de extincion molar (&)
de 3.7414 y un coeficiente de determinacion (R?) de 0.9995. Asimismo, la curva de
calibracion de EP obtenida con la solucién de buffer PBS con 20% de DMSO muestra un
e de 2.223 y una R? de 0.9997. Por Gltimo, en la Figura 5 también se puede observar que
la curva de calibracion de EP cuando se usa una solucion de buffer PBS con 30% de
DMSO presenta un € de 1.1859 y una R? de 0.9978. Las tres curvas patron del EP,
cuando se varia la concentracion de DMSO en el solvente, muestran buena correlacion a
una linea recta, con valores del coeficiente de determinacion (R?) cercanos a 1, como se

resume en la Tabla I. Asimismo, en la Tabla | se resumen los coeficientes de extincion
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molar (¢) para cada una de las curvas patron usando diferentes concentraciones de
DMSO, observandose que al aumentar la concentracion de DMSO disminuye el

coeficiente de extincién molar.

2.5 -
y = 2.223X
] y = 3.7414x R2 = 0.9997
e 207 R2 = 0.9995
[ J
N~ i
<
CC\JG 15 1 y = 1.1859x
© ] R2 = 0.9978
O -
= ]
S 104
S 0 10 % DMSO
g
0.5 m 20 % DMSO
430 % DMSO
0.0 L) L) L) L) T T T T T T T T : T T T T : T T T T : T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

Concentracion (mg/mL)

Figura 5. Curvas patron de EP variando la proporcion volumetrica de agua — DMSO (¢
10%de DMSO, m 20% de DMSO y A 30% de DMSO) y medidas a una longitud de onda

de 247 nm.
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Tabla I. Coeficientes de extincion molar (g) del EP variando la proporcion volumétrica

de agua — DMSO en el solvente y sus correspondientes coeficientes de determinacion.

DMSO I3
R2
(%) (Abs/(M cm))
10 3.7414 0.9995
20 2.223 0.9997
30 1.1859 0.9978

4.2. Caracterizacion de las NP poliméricas

En este trabajo se llevo a cabo la preparacion de nanoparticulas poliméricas de PLGA por
la técnica de emulsificacion-evaporacion del solvente, las cuales actuaron como vehiculo
para el farmaco EP. El farmaco EP se utiliza contra cepas del complejo Mycobacterium.
Las propiedades de las nanoparticulas poliméricas preparadas usando la técnica antes

mencionada se muestran en las figuras 6 a 8 y se resumen en la Tabla Il. Los sistemas
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nanoestructurados se caracterizaron por dispersion dinamica de luz para la medicién de
tamafo y polidispersidad y por laser Doppler para el potencial zeta. Tres diferentes
concentraciones de EP o TDL (2%, 5% y 8%) se estudiaron en el proceso de sintesis de
las nanoparticulas.

El andlisis de la Figura 6 muestra que el tamafio promedio de las nanoparticulas aumenta
conforme aumenta la concentracién de EP. Para un TDL de 2% las nanoparticulas
tuvieron un tamafio promedio en nm de 208.6+£10.2, para las de TDL 5% un tamafio de
223.4+0.7 nm y las de TDL de 8% un tamafio de 250 +11.7. Nanoparticulas de tamafio
semejante fueron reportadas por Esmaeili et al, donde los autores obtuvieron NP de
PLGA de 200 nm a 260 nm (Esmaeili et al., 2007).

Comparando las barras del gréafico de la Figura 6, se puede observar que para el caso de
TDL 8% el tamafio de las nanoparticulas es mayor, lo cual hace referencia a que a mayor
cantidad de EP utilizada en la sintesis aumenta el tamafio de las nanoparticulas. Este
efecto fue reportado por Rajan y Raj, observando que conforme aument6 la
concentracion del farmaco encapsulado, aumento también el tamafio de las
nanoparticulas (Rajan y Raj, 2012). Asimismo, en esta figura también se muestra que el
indice de polidispersidad promedio, en el rango de amplitud estudiado, varia de forma
proporcional al TDL, aunque se puede observar que el indice de polidispersidad de las
tres preparaciones se encuentra en un rango que oscila de 0.057+0.010 a 0.095+0.03.

Obteniendose el mejor indice de polidispersidad para las nanoparticulas con un TDL de
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2%. Para las tres preparaciones se observa que la polidispersidad es baja, lo que nos
indica que la distribucion de tamafios de las nanoparticulas es homogénea. La
incertidumbre de los valores del indice de polidispersidad es baja, por lo que se considera
que no existe un cambio en la polidispersidad entre los TDL estudiados 2%, 5% y 8%.
También como parte de la caracterizacion del sistema de nanoparticulas
poliméricas se obtuvieron los valores de potencial Z, para las tres preparaciones de
nanoparticulas. En la figura 7 se muestra el efecto del TDL en el potencial zeta. Se
presenta una ligera tendencia de disminucion del potencial Z promedio conforme
aumenta la concentracion de EP en las nanoparticulas, teniéndose valores de -24,2+3.4, -
21.0+2.3y -19.1+3.7, para TDL de 2, 5 y 8%, respectivamente, lo cual concuerda con lo
reportado por Rajan y Raj, donde los autores observaron disminucién del potencial Z
conforme aumenté el TDL, los autores obtuvieron resultados de potencial zeta de -
36+1.8, -34+1.3,-29.7+2.2, para nanoparticulas con rifampicina con TDL de 10,20 y 30,

respectivamente (Rajan y Raj, 2012).
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Figura 6. Variacion del tamafio e indice de polidispersidad de las nanoparticulas
poliméricas en funcion del TDL de EP. Las barras de los colores =, m y m representan el
tamarfio de las particulas para un TDL de 2%, 5% y 8%, respectivamente. Para cada TDL
analizado se representa con un marcador puntual (¢) al indice de polidispersidad. Datos

presentados como promedios + DE (n = 3).
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Figura 7. Variaciones en el potencial zeta de EP-NP debido al TDL usado en la
formulacion de las nanoparticulas poliméricas. Las barras de color =, m y m representan el
potencial Z de las nanoparticulas para un TDL de 8%, 5% y 2%, respectivamente. Datos

presentados como promedios + DE (n = 3).
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4.3. Cantidad de EP encapsulado en EP-NP y eficiencia de encapsulacion

El DL y la EE se obtuvieron por dos métodos, el primero fue por una extraccion
del farmaco usando solventes, seguido de su caracterizacion espectrofotométrica y su
comparacion con la curva de calibracion de EP. El segundo fue usando los resultados de
los estudios de liberacion de EP, donde la masa final liberada se relacion6 con la cantidad
de nanoparticulas usadas en el analisis. En ambos métodos se emplearon las siguientes

formulas para relacionar los resultados obtenidos con el DL y la EE:

DL (%) = Masa del farmaco en las nanoparticulas 100
(%) = Masa de nanoparticulas x )

EE (%) = Carga experimental de farmaco 100
(%) = Carga teodrica de farmaco X ()

Los valores obtenidos se resumen en la Tabla Il y el analisis de estos resultados se

lleva a cabo en la discusion de la Figura 12.

4.4. Cinética de la liberacién de EP

Se llevo a cabo el estudio de cinética de la liberacion de EP de las nanoparticulas
poliméricas, para lo cual se midio la absorbancia de muestras tomadas a diferente tiempo

de soluciones de EP en PBS con 10% de DMSO y posteriormente utilizando el dato de la
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absorbancia de cada muestra se obtuvo el porcentaje de EP liberado para cada una de las
tres preparaciones. En la Figura 8, se observa el porcentaje de EP liberado de las
nanoparticulas de PLGA con TDL de 2%, primero se observa que hay una liberacion
rafaga de EP, liberdndose un poco mas del 20% de EP en los primeros 2 dias del estudio
de liberacion, del dia 2 en adelante se da una liberacion lenta, hasta llegar a una tercera
fase alrededor del dia 9 donde se observa que la liberacion de EP es mas lenta, alrededor
del dia 20 del estudio, se observa que se liber6 el 100% de EP de las nanoparticulas.
Tripathi et al reportan un perfil de liberacion con una liberacion rafaga inicial (7.266%)
en el dia 1 del estudio, la cual atribuyen a droga asociada en la superficie de las
nanoparticulas que se libera rapidamente al entrar en contacto con el medio de disolucion

(Tripathi et al., 2010).
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Figura 8. Curva de liberacion de EP de las nanoparticulas poliméricas (EP-NP)

preparadas con un TDL de 2% (¢). Datos presentados como promedios + DE (n = 3).
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En la Figura 9, se observa el porcentaje de EP liberado de las nanoparticulas de
PLGA con TDL de 5%, se observa un perfil de liberacion semejante al observado para las
nanoparticulas con TDL de 2%, en el cual primero hay una liberacion rafaga de EP,
liberandose alrededor del 20% de EP en el dia 1 del estudio de liberacion, del dia 2 en
adelante se da una liberacidn lenta, hasta llegar a una tercera fase alrededor del dia 14
donde se observa que la liberacion de EP es muy lenta y que se mantiene practicamente

contante el % de EP liberado hasta el dia 18.

Realizando el mismo analisis para la Figura 10, se observa que para la
preparacion de TDL 8%, en el dia 1 del estudio hay una liberacion rafaga de EP,
liberandose alrededor del 20%, del dia 2 en adelante se da una liberacion lenta, hasta
Ilegar a una tercera fase alrededor del dia 12 donde se observa que la liberacion de EP es

muy lenta, y que se mantiene practicamente contante el % de EP liberado hasta el dia 18.
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Figura 9. Curva de liberacion de EP de las nanoparticulas poliméricas (EP-NP)

preparadas con un TDL de 5% (=). Datos presentados como promedios + DE (n = 3).
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Figura 10. Curva de liberacion de EP de las nanoparticulas poliméricas (EP-NP)

preparadas con un TDL de 8% (). Datos presentados como promedios + DE (n = 3).
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En la Figura 11, se presentan los tres perfiles de liberacion anteriores para
comparacion con el fin de poder cotejar facilmente el perfil de liberacion de EP para cada
formulacion de las nanoparticulas. Se observa que para las tres formulaciones con las que
se trabajo 2%,5% y 8% de EP, el perfil de liberacion es semejante, dandose primero una
liberacion rafaga del EP de las nanoparticulas, después se observa que la liberacion de EP
es mas lenta y culminando en una fase donde no se presentan cambios significativos en el
porcentaje de EP liberado, esta fase se presentd para los tres casos en los Ultimos 5 dias

del estudio de cinética de liberacion.

Cabe destacar que la degradacién de PLGA es lenta, por lo cual la liberacion de
EP de las nanoparticulas depende principalmente de la difusion del farmaco, en el tiempo

de los estudios experimentales.
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Figura 11. Curvas de liberacion de EP de las nanoparticulas poliméricas (EP-NP)
preparadas con un TDL de 2% (), de 5% (=) y de 8% (a). Datos presentados como

promedios + DE (n = 3).
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Después de realizar el estudio de cinética de liberacion de EP de las
nanoparticulas poliméricas, se procedié a calcular la cantidad de EP encapsulado en EP-
NP vy la eficiencia de encapsulacion. En la Figura 12 se muestra el DL de las tres
preparaciones, el cual fue de 1.37+0.002 %, 1.43+£0.048 % y 1.30£0.026 % para las
preparaciones de TDL de 2% ,5 % y 8%, respectivamente. En la Figura 12 también se
observa que conforme aumenta el TDL disminuye el porcentaje de la EE. Se obtuvo una
EE de 68.72+0.092 % para un TDL de 2 %, de 28.54+0.958 % para TDL 5 % y una EE
de 16.27+0.326 % para el TDL de 8%. Analizando los porcentajes de DL y EE obtenidos,
suponemos que se alcanzo la saturacion del sistema, por lo cual ya no se encapsulé mas
cantidad de farmaco y al encapsularse practicamente la misma cantidad de farmaco en las
tres preparaciones, se obtuvo un mayor porcentaje de EE para la preparacion de 2%, ya
que fue en la que se usé menor cantidad de farmaco. Estos resultados difieren con los
resultados reportados por Rajan y Raj, los autores obtuvieron eficiencias de
encapsulacién de 43%, 53% y 62.6%, para preparaciones con TDL de 10%, 20% y 50%,
respectivamente. Se puede observar que conforme aumenté el TDL de rifampicina
aument6 la eficiencia de encapsulacion (Rajan y Raj, 2012). Esta diferencia en los
resultados pudiera deberse a que en las nanoparticulas polimericas preparadas en este
trabajo se llego a la saturacion del sistema obteniendo asi mayor EE para la preparacion

con menor TDL.
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Figura 12. Porcentajes de eficiencia de encapsulacion (EE) y carga de farmaco (DL) de
las nanoparticulas poliméricas en funcion del TDL. Las barras de color "y nm
representan el porcentaje de EE de EP en las nanoparticulas preparadas con un TDL de
2%, 5% y 8%, respectivamente. El porcentaje de DL de cada preparacion se representa

con un marcador puntual (¢). Datos presentados como promedios + DE (n = 3).
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En la Tabla Il se resumen los pardmetros obtenidos en la caracterizacion de las

nanoparticulas y los datos obtenidos en los estudios de cinética de liberacion de EP, se

observa que para las EP-NP de TDL 2% el tamafio es de 208.6 nm con una desviacion

estandar de 10.2, para las de 5% el tamafo fue de 223.4+0.7 nm y para las de 8% el

tamafo fue de 250.9+11.7 nm, el indice de polidispersidad (PDI) fue de 0.057+0.010,

0.078+0.034 y 0.095+0.033, para las preparaciones de TDL de 2%, 5% y 8%,

respectivamente. En la medicién del { se obtuvieron los siguientes valores: -19.1+3.7,

-21.0£2.3 y -24.2+3.4 para los TDL de 2%, 5% y 8%, respectivamente.

Tabla Il. Resumen de los pardmetros obtenidos en la caracterizacion de los sistemas EP-

NP en funcién del TDL usado en la formulacién de las nanoparticulas.

TDL Tamafho d DL EE
Muestra PDI
(%) (d.nm) (mV) (%) (%)
EP-NP 2 208.6+10.2 0.057+£0.010 24.2+3.4  1.37+0.002 68.72+0.092
EP-NP 5 223.4+ 0.7 0.078+0.034 21.0+2.3 1.43+0.048 28.54+0.958
EP-NP 8 250.9 £11.7 0.095+0.033  19.1+3.7 1.30+0.026 16.27+0.326
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Se desarroll6 un método efectivo de sintesis de nanoparticulas poliméricas cargadas con
el farmaco EP. Se vario la cantidad inicial de EP utilizada en la sintesis de las
nanoparticulas, encontrandose que el tamafio de estas aumenta proporcionalmente con la
cantidad teorica de EP utilizada. EI PDI y el { no mostraron diferencias estadisticamente
significativas con respecto al TDL en el rango de estudio. Los valores obtenidos del PDI
indican homogeneidad en los tamafios de las particulas. Por otro lado, el { mostré una
relativamente buena estabilidad de las particulas. Asimismo, se observé que la cantidad
final de EP encapsulada dentro de las nanoparticulas fue semejante para todas las
preparaciones, indicando que se alcanzd la saturacion del sistema desde la concentracion
mas baja utilizada de EP. En otras palabras, se obtuvieron valores de DL semejantes para
las tres preparaciones. En concordancia con esto, la eficiencia de encapsulacion en el
rango de estudio disminuy6 al aumentar la cantidad inicial de EP utilizada en las
preparaciones, por lo que se concluye que la preparacién con menor cantidad de EP
utilizada inicialmente tiene el mejor rendimiento. Se evalud la cinética de liberacion del
farmaco EP en condiciones fisiologicas, encontrandose para las diferentes preparaciones
perfiles de liberacion semejantes, donde se observa una fase de liberacion inicial rapida

en los primeros dias, seguida de otra fase més lenta hasta liberarse completamente el
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farmaco en alrededor de 20 dias. El sistema estudiado presenta potencial para usarse en

tratamientos de administracion prolongada del farmaco EP.

5.2. Recomendaciones

e Se recomienda purificar mas cantidad de EP para estudiar mejor a la molécula en
diferentes condiciones de pH y temperatura.

e Se recomienda hacer preparaciones de nanoparticulas usando TDL menores al
2%, para optimizar el DL y la EE.

e Se recomienda realizar estudios in vitro con las EP-NP en cepas de

Mycobacterium tuberculosis.
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