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RESUMEN

RESUMEN

El Etambutol (EMB) es un farmaco antituberculoso de primera linea y también
desempena un papel crucial en el tratamiento de la tuberculosis resistente a
multiples farmacos. En esta investigacién, se describe la preparacién de
nanoparticulas poliméricas (NP) de acido polilactico-co-glicélico (PLGA)
cargadas con EMB (NP-EMB) mediante la técnica de doble emulsion-
evaporacion del solvente. Las nanoparticulas resultantes se caracterizaron
midiendo su tamafo (diametro en nm), indice de polidispersidad y potencial zeta.
La medicion del tamafio y la polidispersidad se realiz6 mediante la técnica de
dispersidn dinamica de luz, mientras que el potencial zeta se determiné mediante
electroforesis con laser Doppler. Las nanoparticulas presentaron un tamaro de
alrededor de 170 nm, con una distribucién de tamarios uniforme. Ademas, el valor
del potencial zeta fue de -15.312.5, lo que indica que el sistema es relativamente
estable. Asimismo, se determinaron los valores de carga de farmaco y eficiencia
de encapsulacion, los cuales concuerdan con la naturaleza hidrofilica del
farmaco. Estos resultados sugieren que la técnica empleada es efectiva para la
preparacién de nanoparticulas con caracteristicas adecuadas para su potencial

uso en sistemas biolégicos.
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CAPITULO I. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1.1. Introduccién
La complejidad de algunas enfermedades y los posibles efectos toxicos de ciertos
tratamientos demandan la busqueda constante de nuevos sistemas para la
administracion de farmacos (Begines et al.,, 2020). Las nanoparticulas
poliméricas (NP) son de gran relevancia en el ambito de la investigacion en la
administracion de farmacos, ya que posibilitan la entrega eficiente de una amplia
gama de farmacos hidrofilicos e hidrofébicos a diferentes areas del cuerpo por
un periodo de tiempo sostenido (Anwar et al., 2021). Ademas, las NP ofrecen la
mejora de la solubilidad y disponibilidad de los farmacos, la minimizacién de los
efectos secundarios y la superacion de las barreras del cuerpo humano (Luo et
al., 2021). Estas nanoparticulas empleadas en la administracion de farmacos
pueden preparase con diferentes materiales. En la actualidad, se ha observado
un aumento en la utilizacién de polimeros sintéticos biodegradables, como el
acido poli-lactico-co-glicélico (PLGA), debido a sus caracteristicas de
biodegradabilidad, capacidad de ser compatible con el cuerpo, flexibilidad en
cuanto a su formulacion y posibilidad de funcionalizacién (Ghitman et al., 2020;
Suetal., 2021). También, la Administracion de Alimentos y Medicamentos de EE.
UU. (FDA) aprobo el uso del PLGA para diversas aplicaciones farmacéuticas. En
1989, se lanzo el primer sistema de administracion de medicamentos aprobado
por la FDA, Lupron® Depot, basado en un polimero biodegradable (Alsaab et al.,
2022). Estas nanoparticulas de PLGA se han desarrollado buscando nuevos
tratamientos para multiples enfermedades, como las enfermedades infecciosas.
Las enfermedades infecciosas generalmente son causadas por
microorganismos. Su importancia deriva del tipo y extension del dafio que sus
agentes causantes infligen a los 6rganos y/o sistemas cuando ingresan a un
huésped Dentro de las enfermedades infecciosas tenemos a la tuberculosis (TB),
1
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la cual hoy en dia es todavia una causa importante de morbimortalidad en el
mundo (segunda causa de muerte originada por un solo agente infeccioso)
(Barba Evia, 2020). El tratamiento actual se basa en una combinacién de
farmacos de primera linea, que incluye etambutol (EMB), rifampicina, isoniazida
y pirazinamida. A pesar de la disponibilidad de estos antibioticos eficaces, los
efectos secundarios graves, incluida la hepatotoxicidad, limitan la dosis que se
puede utilizar clinicamente (Yunus Basha et al., 2019). Ademas, el tratamiento
actual contra la tuberculosis es de la larga duracion, lo que a menudo conduce a
la falta de adherencia al tratamiento por parte de los pacientes (Sarkar et al.,
2022). Este problema de salud mundial ha empeorado aun mas en los ultimos
anos debido al aumento de la tuberculosis multirresistente (MDR-TB, M.
tuberculosis resistente al menos a la rifampicina y la isoniazida), con un estimado
de 490, 000 nuevos pacientes en 2016 (Pradipta et al., 2018).

Por tanto, es clara la necesidad de buscar nuevas alternativas para los
tratamientos convencionales de la tuberculosis. En este sentido, la investigacion
de nanoparticulas poliméricas como sistemas de administracion de farmacos ha
sido de gran interés. En este trabajo se plantea preparar y caracterizar
nanoparticulas poliméricas de PLGA cargadas con el farmaco etambutol. Las
nanoparticulas se prepararan por el método de doble emulsion - evaporacion del
solvente y se caracterizaran usando dispersion dinamica de luz y electroforesis
por laser Doppler, para obtener su tamafio, indice de polidispersidad y potencial
zeta. También, se determinara la cantidad de EMB encapsulado y la eficiencia de

encapsulacion.
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1.2. Objetivo General

Preparar y caracterizar nanoparticulas poliméricas de PLGA cargadas con el

farmaco etambutol.

1.3. Objetivos Especificos

Caracterizar el farmaco etambutol por espectroscopia UV-visible.
Preparar nanoparticulas poliméricas de PLGA cargadas con el farmaco
etambutol utilizando la técnica de doble emulsién — evaporacion del
solvente.

Caracterizar las nanoparticulas poliméricas para obtener su tamafio,
indice de polidispersidad y potencial zeta mediante dispersion dindAmica de
luz y electroforesis por laser Doppler.

Determinar la carga de farmaco en las nanoparticulas poliméricas y la

eficiencia de encapsulacion.
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2.1. Nanotecnologia y nanomedicina

La nanociencia y la nanotecnologia representan un area de investigacion en
expansion, que involucra estructuras, dispositivos y sistemas con propiedades y
funciones novedosas debido a la disposicion de sus atomos en la escala de 1 a
100 nm (Bayda et al., 2020). La nanotecnologia implica trabajar de arriba hacia
abajo, es decir, reducir el tamafio de estructuras grandes a estructuras mas
pequefias, o de arriba hacia abajo o de abajo hacia arriba, que implica
transformar &tomos y moléculas individuales en sistemas nanoestructurados
(Pratima Nikalje, 2015). El disefio y aplicacion médica de estos sistemas
nanoestructurados para el diagndstico y el tratamiento de enfermedades
representan un area importante de la investigacion actual en nanotecnologia
(Donahue et al.,, 2019). Esta aplicacion de la nanotecnologia con fines
terapéuticos y de diagnostico se conoce como nanomedicina (Ajazuddin et al.,
2019). La nanomedicina tiene las ventajas potenciales de superar las barreras
bioldgicas, administrar eficazmente farmacos y productos biolégicos y atacar
preferentemente los sitios de la enfermedad (Wu et al., 2020). Las nanopatrticulas
son atractivas para utilizarse en nanomedicina debido a sus caracteristicas
Gnicas, como su relacion superficie-masa que es mucho mayor que la de otras
particulas, sus propiedades cuanticas y su capacidad para adsorber y transportar
diferentes compuestos (Luo et al.,, 2021; Saidi et al., 2018). Algunos de los
sistemas nanoestructurados comunmente utilizados son cristales liquidos,
estructuras organometalicas, nanoesferas de silice, liposomas, micelas y

nanoparticulas poliméricas.
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2.2. Nanoparticulas poliméricas (NP)

Las nanoparticulas poliméricas (NP) han generado un creciente interés en los
altimos afios debido a las propiedades que derivan de su reducido tamafio. Para
disefiar un sistema de administracion de nanoparticulas poliméricas de manera
Optima, es esencial lograr un control eficiente de sus propiedades superficiales y
tamafo de particula. Esto permitira regular la capacidad de infiltracién, ajustar la
solubilidad, mejorar la elasticidad y gestionar el patron de liberacion de los
medicamentos contenidos en las NP (El-Say and EI-Sawy, 2017). Entre los
beneficios de las NP como portadores de farmacos se encuentran su potencial
uso en la liberacion controlada, la capacidad de proteger farmacos y otros
compuestos con actividad biologica frente al entorno, y su capacidad para
aumentar la biodisponibilidad y el indice terapéutico de dichas sustancias
(Zielinska et al., 2020). Las NP pueden transportar farmacos, proteinas o material
de ADN para dirigirse a un érgano o célula especifica. Dependiendo del método
de preparacion utilizado, la naturaleza del farmaco u otro compuesto
terapéuticamente activo, este puede disolverse, unirse, encapsularse o atraparse
en la matriz de las nanoparticulas (Sur et al., 2019). Dependiendo de su
estructura interna, las nanoparticulas poliméricas pueden clasificarse como

nanoesferas o nanocépsulas (Figura 1).

Las nanoesferas se caracterizan por ser una estructura de matriz sélida
homogénea en la que una 0 mas sustancias estan impregnadas uniformemente,
por otra parte, las nanocapsulas contienen una region central, que puede ser
hueca o rellena, y un material que forma una capa que cubre la estructura

encapsulada (Lima et al., 2022).



CAPITULO II. ANTECEDENTES

Nanoparticulas poliméricas

Nucleo
polimérico

| .“
-

\ . | Farmaco '**"""""
\ % /
\ -

- ’.
/ Matriz polimérica

\_.- “*. Membrana Nicleo

polimérica central

Nanocapsulas Nanoesferas

Figura 1. Representacion esquemética de la estructura de nanoparticulas
poliméricas (nhanocapsulas y nanoesferas). Imagen adaptada de Zielinska et al.,
2020.

2.3. Polimeros utilizados para la preparacion de las NP

Los polimeros biocompatibles se han empleado ampliamente en la ciencia
farmacéutica como excipientes para formulaciones farmacéuticas tradicionales y,
mas recientemente, en nanomedicinas para mejorar los resultados terapéuticos
de farmacos potentes (Hwang et al., 2020). Una de las areas donde estan
adquiriendo cada vez mas importancia es biomedicina. Las NP utilizadas en
biomedicina para la administracion de farmacos se pueden sintetizar a partir de

una variedad de precursores naturales o sintéticos, como colageno, quitosano,
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gelatina o albumina, y polietilenglicol, acido polilactico (PLA), acido polilactico-co-

glicélico (PLGA), entre otros (Spirescu et al., 2021).

2.3.1. Acido polilactico-co-glicélico (PLGA)

El acido polilactico-co-glicolico (PLGA) es uno de los polimeros mas ampliamente
explorados (Rocha et al., 2022). Es un copolimero sintético prometedor que ha
sido autorizado por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) en
varios sistemas de administracion de medicamentos (Elsayed et al., 2023). Con
estos sistemas basados en PLGA se ha buscado desarrollar nuevos tratamientos
para tratar distintas enfermedades drasticas. El PLGA se adapta facilmente a
sistemas de administracion de farmacos de diversas arquitecturas y es soluble
en muchos disolventes, incluidos cloroformo, diclorometano, tetrahidrofurano
(THF), acetona y acetato de etilo. Es insoluble en agua; sin embargo, absorben
agua y se degradan por hidrodlisis de su enlace éster (EImowafy et al., 2019)

El tiempo de degradacion controlable es una caracteristica esencial del PLGA. El
proceso de hidrdlisis del PLGA podria dividirse en dos etapas. En la primera
etapa, el peso molecular del PLGA disminuye gradualmente, mientras que el
peso total permanece estable. En la segunda etapa, el peso molecular del PLGA
disminuye hasta que los productos son solubles en agua, y aparecera una rapida
disminucién del peso total (Zhao et al., 2021). La degradacion del PLGA es mas
rapida para los polimeros con mayor cantidad de unidades de &cido glicélico. Los
polimeros con una proporcion de 50:50 de acidos lactico y glicdlico tienen la tasa
de degradacion mas rapida y, por lo tanto, son uno de los polimeros mas
utilizados en nanomedicina (Swider et al., 2018). En la Figura 2 se muestra la
estructura del PLGA.
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Figura 2. Estructura quimica del PLGA, tomada de Elmowafy et al., 2019.

2.4. Técnicas empleadas en la preparacion de nanoparticulas poliméricas

Los enfoques convencionales para la preparacion de nanoparticulas de PLGA se
basan principalmente en métodos basados en disolventes, incluidos métodos
basados en emulsificacion simple o doble con evaporacion/difusion de disolvente,
polimerizacion interfacial y nanoprecipitacion, seleccionados en funcion de las

caracteristicas del farmaco y del polimero (Chiesa et al., 2018).

2.4.1. Doble emulsién

El término emulsion se define basicamente como la mezcla de una fase liquida
con otra total o parcialmente inmiscible, mediante el uso de moléculas
tensioactivas anfifilicas (surfactantes) que reducen la tensién interfacial entre los
dos liquidos para lograr estabilidad (Crucho and Barros, 2017). La técnica de
doble emulsion (Figura 3) es el método principal para encapsular farmacos
solubles en agua (Lagreca et al., 2020). Para este método, se emulsiona una
solucién acuosa que contiene los compuestos a encapsular en una fase organica

gue contiene PLGA bajo agitacion vigorosa. A continuacion, esta emulsion de
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agua en aceite (W/O) se afiade a una solucidn acuosa que contiene tensioactivo
y se sonica para obtener la segunda emulsion (W/O/W). Luego, se deja que el

solvente organico se evapore (Rocha et al., 2022).

PLGA|

LSOI\'ente organico

L

Farmaco hidrofilico

Fase acuosa

Fase organica

T —|i—

.
X
e * 0

L Emulsion W/O

i

¢ Fase acuosa

Evaporacion del solvente |

Emulsion W/O/W

Figura 3. Método de doble emulsidn-evaporacion del solvente. Imagen adaptada
de Zielinska et al., 2020.
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2.4.2. Nanoprecipitacion

La nanoprecipitacion fue patentada por Fessi et al. en 1989 (Fessi et al., 1989).
En este método se requiere la preparacion de las fases solvente y no solvente,
seguida de la adicion de una fase a otra bajo agitacion magnética moderada. La
evaporacion de disolventes organicos a temperatura ambiente o con rotavapor
permite la obtencibn de nanoparticulas en suspensibn en agua. La
ultracentrifugacion y la liofilizacion son dos métodos que podrian emplearse en
el siguiente paso para la eliminacién de la fase acuosa (Martinez Rivas et al.,
2017).

2.5. Caracteristicas generales de las nanoparticulas en nanomedicina

Las propiedades fisicoquimicas, que incluyen el tamafio, la forma, la quimica de
la superficie, entre otras, desempefan un papel critico en el destino in vivo de las
nanoparticulas, ya que influyen en una serie de procesos, como la formacién de
coronas de proteinas, la circulacién sanguinea, la biodistribucion y la interaccién

celular in vivo (Zhao et al., 2019).

2.5.1. Tamafo de las nanoparticulas y distribucién de tamafios

El tamafio de las particulas y la distribucién de tamafios en los sistemas de
nanoparticulas afectan el destino biolégico, la toxicidad, la distribucién y la
capacidad de orientacion. Ademas, también pueden influir en la liberacion y carga
del farmaco y en la estabilidad de las nanoparticulas (Kumar et al., 2017; Rizvi
and Saleh, 2018). Por lo tanto, la formulacion exitosa de medicamentos seguros
y nanoportadores estables y eficientes requiere la preparacion de poblaciones de
nanoportadores homogéneas (monodispersas) de un cierto tamafio (Danaei et
al., 2018).

10
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2.5.2. Potencial zeta

El potencial zeta refleja el potencial eléctrico de las particulas y se usa
comunmente para caracterizar la propiedad de carga superficial de las
nanoparticulas. Se ve afectado por la composicion de la particula y el medio en
el que se disuelve (Kumar et al., 2017). Es una caracteristica fundamental de las
particulas que se puede medir rApidamente utilizando técnicas de dispersion de
luz. En una solucion ionica, una doble capa eléctrica rodea la superficie de una
particula cargada (Manaia et al., 2017). Ademas, la carga superficial de las NP
juega un papel importante en su toxicidad, porque determina en gran medida las
interacciones de las NP con los sistemas biologicos (Sukhanova et al., 2018).
Ademas, el potencial zeta es uno de los factores cruciales para mantener el

equilibrio en la nanosuspension acuosa (Dilnawaz et al., 2023).

2.6. Enfermedades infecciosas

La infeccidn bacteriana es una de las mayores amenazas a la salud publica en la
historia de la humanidad. En la era anterior a los antibioticos, las infecciones
bacterianas presentaban una morbilidad y mortalidad extremadamente altas
(Wang et al., 2020). A pesar de los avances en el sector farmacéutico, las tasas
de enfermedades infecciosas estdn aumentando debido a los cambios en el
comportamiento humano, las ciudades mas grandes y densas, el aumento del
comercio y los viajes, el uso inadecuado de antibi6ticos y la aparicién de
patogenos nuevos y resurgentes (Verikios, 2020).

11
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2.6.1. Tuberculosis

La tuberculosis (TB) ha matado a mas personas en los ultimos dos milenios que
cualquier otra enfermedad infecciosa en todo el mundo. El tratamiento de la
tuberculosis es particularmente dificil, como lo indican la transmision continua y
la alta mortalidad asociadas con esta infeccion (Kirtane et al., 2021). Segun la
Organizacion Mundial de la Salud, la tuberculosis sigue siendo un importante
problema de salud publica: 1,5 millones de personas murieron a causa de la
tuberculosis en 2020, lo que la convierte en la decimotercera causa de muerte a
nivel mundial (Yang et al., 2023). La formulacion de farmacos nuevos y existentes
en vehiculos de tamafio hanométrico promete superar varios desafios generales

asociados con el tratamiento de esta enfermedad (Kirtane et al., 2021).

2.6.1.1. Tuberculosis resistente a multiples farmacos (MDR-TB)

Aunque la tuberculosis es tratable, hay varios factores que han contribuido en
gran medida a su enorme transformacion en una cepa resistente a los
medicamentos. Entre estos factores se incluyen: medicamentos de mala calidad,
prescripciones incorrectas, uso inadecuado de medicamentos y finalizacién
prematura del tratamiento (Muthukrishnan, 2021; Park et al., 2019). La aparicion
de tuberculosis multirresistente (MDR-TB) representa una amenaza creciente
para la salud publica y el crecimiento econémico. Nunca en la historia de la
humanidad tantos pacientes se habian visto afectados por MDR-TB (Lange et al.,
2019).

12
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2.6.1.2. Etambutol (EMB)

El etambutol (EMB) es un farmaco clave de primera linea contra la tuberculosis
que se utiliza en combinacion con rifampicina, isoniazida y pirazinamida. La
deteccion temprana de la resistencia a EMB en pacientes con tuberculosis es
importante ya que la resistencia a EMB se ha asociado con la resistencia a
multiples farmacos de MTB (Chauhan et al., 2018). El EMB es bacteriostatico
(inhibe la sintesis de la pared celular de las bacterias) y ayuda a prevenir la
aparicion de resistencia a la rifampicina, cuando hay resistencia a la isoniazida
(Santos et al., 2019; Xiang et al., 2021). EMB es un cristal blanco, soluble en
agua y resistente al calor, sintetizado quimicamente, con una férmula quimica de
C10H24N20:2 (Xiang et al., 2021), se muestra la estructura quimica del etambutol

en la Figura 4.
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Figura 4. Estructura quimica de EMB (Nazari et al., 2009).
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CAPITULO IIl. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1. Materiales

El copolimero acido polilactico-co-glicolico (PLGA) 50:50 de peso molecular 0.2
dL/g fue obtenido de Corbion Purac (Gorinchem, The Netherlands).
Diclorometano (DCM) fue obtenido de Avantor Performance Materials, Inc.
(Phillipsburg, NJ). El alcohol polivinilico (PVA) de peso molecular promedio 10-
26 kDa y con un grado de hidrolisis del 86-89 % fue comprado de Alsa Aesar
(Ward Hill, MA). EI farmaco etambutol, MW=277.2, fue adquirido de MP
Biomedicals.

3.2. Espectro Uv-visible y curva de calibracion del farmaco etambutol

Se realiz6 la caracterizacion del farmaco etambutol mediante espectrofotometria
UV-visible. Primeramente, se obtuvo el espectro UV-visible en un rango de 210
nm a 810 nm utilizando el espectrofotometro UV-Vis Genesis 10S de Thermo
Scientific, Madison, (Wisconsin, USA). Después, se realiz6 una curva de
calibracion del farmaco, para esto, se pes6 1 mg del farmaco y se disolvié una
solucion tamponada de fosfato salino (PBS) con una concentracion de 10 mM y
un pH de 7.4, con 1% de DMSO. A continuacion, se hicieron diluciones y se
tomaran mediciones de la absorbancia en la longitud de onda maxima obtenida

en el barrido. Este procedimiento se realizd por triplicado.
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3.3. Preparacion de las Nanoparticulas Poliméricas de PLGA cargadas con
etambutol (NP-EMB)

La preparacion de las nanoparticulas de PLGA cargadas con etambutol (NP-
EMB) se llevé a cabo mediante el método de doble emulsion y evaporacion del
solvente. Primeramente, se emulsioné una solucion acuosa del farmaco, que
contiene 10 mg de EMB, con una solucion de 50 mg de PLGA en DCM sonicando
durante 1 minuto a una amplitud del 22% en el ultrasonicador Qsonica LLC 500
(Newtown, CT). Luego, se afiaden 25 ml de una solucion acuosa al 3% de PVA
y se soOnica durante 1 minuto a una amplitud del 75%. Después, el solvente
organico se elimina mediante evaporacion a temperatura ambiente con agitacion
magnética durante un periodo de 4 horas en una campana de extraccion. Para
la purificacion de las nanoparticulas, se realizaron tres ciclos de centrifugacion a
22,096 x g durante 34 minutos a 4°C, utilizando la centrifuga Sigma 3-18KS,
Sigma Laborzentrifugen (GmbH, Osterode am Harz, Germany). En cada ciclo, el
precipitado se suspendid en agua desionizada. En el dltimo ciclo de
centrifugacion, se tom6 1 mL para su posterior caracterizacion. Finalmente, la
suspensién de NP-EMB se congel6 a -80°C y posteriormente se liofilizé en un

liofilizador Freezone 4.5 (Labconco, Kansas City, Missouri, EE. UU.).

3.4. Caracterizacion de las NP-EMB

Para la caracterizacion de las nanoparticulas se utilizé el equipo Zetasizer Nano
ZEN de Malvern Instruments Ltd (Worcestershire, United Kingdom). Para obtener
las mediciones del tamafio e indice de polidispersidad (PDI) se emplea la técnica
de dispersion dindmica de luz (DLS) y la técnica de electroforesis con laser

Doppler para obtener el potencial Z. Cada muestra se medira por triplicado con
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diez corridas cada una. Los promedios del tamafio y potencial Z se tomar de tres

experimentos independientes.

3.5. Cantidad de etambutol encapsulado en las NP-EMB vy eficiencia de

encapsulacion

La determinacion de la cantidad de etambutol contenida en el sistema NP-EMB
y la eficiencia de su encapsulacion se llevaron a cabo mediante el método directo.
Brevemente, se toma una cantidad preestablecida de NP-EMB y se dispersa en
1 mL de DCM utilizando un agitador de vortex. A continuacion, el solvente
organico se evapora a temperatura ambiente, y el farmaco se disuelve en PBS.
Después, se permite que el polimero precipite, y se toma una muestra del
sobrenadante para su posterior andlisis utilizando espectroscopia UV-vis. Para
calcular la eficiencia de encapsulacion se considera la carga inicial o la carga

tedrica de farmaco.
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Espectro Uv-visible del EMB

Se obtuvo el barrido del farmaco y se encontré que presenta un pico de absorciéon
a una longitud de onda (A) de 235 nm (Figura 5). Se utilizé una cantidad (mg) alta
del farmaco para obtener este barrido, ya que presenta baja absorbancia en el

espectrofotometro Uv-visible.
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Figura 5. Barrido UV-visible de etambutol en PBS con 1% de DMSO medido en

un rango de 210 nm a 810 nm.

Posteriormente, se midi6é la absorbancia de una serie de diluciones del farmaco
en PBS con 1% de DMSO (se midieron en 235 nm) para realizar una curva de

calibracion (datos no mostrados). Debido a la baja absorbancia y a la estructura
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de la molécula se dificulta poder medir soluciones con concentraciones bajas de
etambutol.

4.2. Caracterizacion de las NP-EMB

Se caracterizaron estas nanoparticulas para obtener su tamafio, indice de
polidispersidad y potencial Z (Tabla I). Ademas, en la Figura 6 se presenta la
distribucién de tamafios resultante de las mediciones mediante dispersion
dindmica de luz. El tamafio promedio de las NP-EMB fue de 167.8+4.20 y se
observd una distribucion de tamafios homogénea. Como se menciond
anteriormente, la obtencion del tamafio y la distribucién de tamafios son
pardmetros muy importantes ya que Influyen en su destino en sistemas

bioldgicos, la liberacion del farmaco de las nanoparticulas, etc.
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Figura 6. Distribucion de tamafios obtenida a partir de las mediciones por DLS.
Promedio = D.E (n = 3).
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Por otra parte, se observa una distribucion de potencial Z (Figura 7) estrecha y

un valor negativo de -15.3%£2.5, lo que indica una relativa buena estabilidad de las

nanoparticulas.
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200000 ....................... ...................... ...................... ......................

100000 - - s , ...................... , ...................... , ......................

-100 0 100 200
Apparent Zeta Potential (mV)

Figura 7. Distribucion del potencial zeta obtenida a partir de las mediciones por

electroforesis Doppler con laser. Obtenida del reporte del equipo.

Tabla I. Resumen de resultados de la caracterizacion fisicoquimica de las NP-
EMB preparadas por el método de doble emulsidn-evaporacién del solvente.

Tamano oD Potencial Z CF EE
(nm) (mV) (%) (%)

167.80 + 4.20 0.098 + 0.016 -153 * 25 0.10+0.06 1.00+0.58
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4.3. Carga de farmaco y eficiencia de encapsulaciéon

La cantidad de etambutol encapsulada en las NP-EMB y la eficiencia de
encapsulacién se midieron por el método directo. Los valores obtenidos fueron
de 0.09+£0.14 % y 0.90+0.35 %, respectivamente. Estos valores bajos de carga
de farmaco y eficiencia de encapsulacion corresponden con la naturaleza
hidrofilica del farmaco. En literatura se reporta que la encapsulacion de farmacos
hidrofilicos es un desafio, debido a la propension a lixiviarse de la fase acuosa
interna a la fase acuosa externa durante la preparacion de las nanoparticulas,

resultando en cargas de farmaco bajas (Leite et al., 2023).
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Se prepararon con éxito nanoparticulas de PLGA cargadas con el farmaco
etambutol. Se utilizé una carga de farmaco del 10%. Se obtuvieron
nanoparticulas de un tamafio adecuado para su posible aplicacion en sistemas
biolégicos, obteniendo un valor promedio cercano a los 170 nm. Su obtuvo un
valor del indice de polidispersidad de 0.098, este valor indica homogeneidad en
los tamafios de las particulas. Por otro lado, el potencial zeta mostré una
relativamente buena estabilidad de las particulas, resultando en un valor cercano
alos -16 mV. Ademas, se obtuvieron valores de carga de farmaco y eficiencia de
encapsulacién en concordancia a la naturaleza hidrofilica del farmaco. El sistema
estudiado presenta potencial para usarse en tratamientos de administracion del

farmaco EMB.

5.2. Recomendaciones

e Se recomienda estudiar métodos alternativos para la caracterizacion del
farmaco.

e Se recomienda estudiar otras cargas teoricas de farmaco para optimizar
la carga de farmaco y la eficiencia de encapsulacion.

e Se recomienda realizar la cinética de liberacion del farmaco de las NP-

EMB en condiciones fisioldgicas.
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