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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue la preparacion de sistemas nanoparticulados
huecos como agentes de contraste para ultrasonido, con el propdésito de mejorar el
diagnostico oportuno de diversas patologias incluyendo el cancer, debido a su
creciente incidencia en la poblacion. En la etapa | se prepararon nanoparticulas
huecas a través del método emulsificacion-difusion, empleando 200 mg de PLGA,
40 mg de alcanfor como agente porégeno, 3% p/v de polivinil alcohol (PVAL) como
estabilizante y 7000 rpm como velocidad de agitacion, asi mismo se prepararon
nanoesferas de PLGA a las mismas condiciones. Los sistemas presentaron
tamanos de particula de ~300 nm, indices de polidispersion de ~0.01 y potencial
zeta de ~ -29 mV. Adicionalmente, se construyd una curva dosis-respuesta para
evaluar ecogenicidad, empleando un phantom de gelatina a las concentraciones:
2.5, 5 10, 20, 40 y 60 pg/mL en buffer de fosfatos (PBS) pH 7.4 a 37°C,
desgasificado, calculando el porcentaje de mejoria del contraste con respecto al
blanco (buffer PBS). La dosis elegida para estudiar los sistemas posteriores fue 10
ug/mL, al ser lo suficientemente pequena para lograr un aumento en el contraste
por ultrasonido. En la etapa Il, se plante6 un diseio experimental Box-Benhken con
tres factores y tres niveles, evaluando los efectos de la cantidad de agente porégeno
(20, 40 y 60 mgq), porcentaje de estabilizante (1.5, 3.0 y 4.5 % p/v) y velocidad de
agitacion (3500, 7000 y 10500 rpm) sobre las propiedades fisicoquimicas y la
ecogenicidad de los sistemas. Se determin6 que el incremento del porcentaje de
estabilizante y la velocidad de agitacién, da lugar a una disminucion en el tamano
de particula e indice de polidispersion de los sistemas, asi mismo la disminucion en
la velocidad de agitacion provoca que los valores de potencial zeta se vean
reducidos, y el incremento de la cantidad de porégeno y concentracion de
estabilizante producen una mejoria en el contraste de las imagenes por ultrasonido.
En la etapa lll, se establecieron las condiciones 6ptimas de preparacion de los
sistemas en base al porcentaje de mejoria de contraste por ultrasonido,
obteniéndose las siguientes condiciones: porégeno 60 mg, concentracion de PVAL
2.4% plv, y velocidad de agitacion 8000 rpm. Estos sistemas presentaron tamafios

de ~300 nm, indices de polidispersion de ~0.05, potencial zeta de ~ -24 mV y



mejoraron el contraste por ultrasonido respecto al blanco en ~ 26%. En la etapa 1V,
se procedié a evaluar la versatilidad del método empleando los distintos agentes
porégenos: alcanfor, naftaleno y ciclotetrasiloxano en la misma proporcion vy
condiciones de preparacion que los sistemas optimizados, ademas se prepararon
nanoesferas de PLGA, con la finalidad de comparar su ecogenicidad. Los sistemas
presentaron tamanos de particula de 280-390 nm, indices de polidispersion de 0.04-
0.05 y potencial zeta de ~ -24 mV. El alcanfor se destac6 como el mejor agente
porogeno para el desarrollo de los sistemas nanoparticulados huecos, mostrando
un porcentaje de mejoria del contraste por ultrasonido del 26.87%, mientras que
para naftaleno, ciclotetrasiloxano y nanoesferas de PLGA fue del 23.82, 22.24 y
14.92% respectivamente. Posteriormente, mediante centrifugacion isopicnica en un
gradiente de silice coloidal se determiné que la densidad de los sistemas
nanoparticulados huecos fue menor que la de las nanoesferas de PLGA, y se
comprobd por calorimetria diferencial de barrido la remocion de los agentes
porégenos durante el proceso de liofilizacidn. Finalmente, se obtuvieron
micrografias por microscopia electrénica de barrido de las nanoesferas de PLGA y
nanoparticulas huecas a base de alcanfor optimizadas, las cuales presentaron una
forma esférica y distribucion de tamano uniforme. Estos resultados indican que los
sistemas desarrollados son potenciales agentes de contraste para su empleo en el

diagndstico por ultrasonido.

Xi



I. INTRODUCCION

El ultrasonido es la modalidad de imagenologia mas utilizada en la aplicacién clinica
para el diagnéstico de enfermedades, debido a su habilidad para penetrar tejidos
[1]. Ademas de ser una modalidad no invasiva y en tiempo real, es seguro, de bajo
costo, de alta disponibilidad a través de dispositivos portatiles, de facil acceso al
publico [2] y permite visualizar distintos cambios multidimensionales en la

morfologia para el diagndstico y monitoreo del avance en la terapia [3].

La imagenologia por ultrasonido se basa en el principio pulso-eco, donde pulsos
cortos de ondas ultrasénicas son transmitidos al tejido objetivo, y el eco de dichas
ondas es parcialmente reflejado. El desajuste de impedancia acustica entre los
limites de los tejidos adyacentes, es registrado, procesado y mostrado como una
imagen [4]. La capacidad de diagndstico no solo ha mejorado con los avances en
los sistemas de ultrasonido, sino también con la introduccion de agentes de
contraste para ultrasonido (ACUs) [5]. Estos sistemas, consisten en microburbujas
de gas encapsulado, con diametros menores a 8 um, los cuales son estabilizados
por una pared de surfactantes, lipidos, proteinas o polimeros. Después de ser
inyectados intravenosamente atraviesan los capilares pulmonares, y llegan al
corazén y los 6rganos internos donde son capturadas las imagenes. La diferencia
de impedancia acustica entre la burbuja de gas y el medio circundante, produce la
reflexion de las sefales ultrasénicas para la obtencion de las imagenes [5-6]. Los
ACUs micrométricos solo permiten la visualizacion del torrente sanguineo y 6rganos
externos, sin embargo, los ACUs nanométricos, son incluso capaces de atravesar
el endotelio vascular tumoral, permitiendo el diagndstico y monitoreo de la terapia
oncolégica [7]. En el presente trabajo se propone la preparacion de sistemas
nanoparticulados huecos como agentes de contraste para ultrasonido, a través del
método emulsificacion-difusion. Se plantea un disefio experimental Box-Benhken
evaluando el efecto de la cantidad de agente porégeno, porcentaje de estabilizante
y velocidad de agitacion sobre las propiedades fisicoquimicas y la ecogenicidad de
los sistemas, los cuales representan una novedosa alternativa para mejorar del

diagndstico por ultrasonido.



Il. MARCO TEORICO

2.1. EL SONIDO

El sonido es una forma de energia mecanica que requiere un medio fisico para
propagarse, este medio debe contener moléculas (aire, agua, etc.) que son usadas
para propagar el sonido. A diferencia de las ondas electromagnéticas, el sonido no

puede ser transmitido en el vacio [8].

Una onda sonora es creada cuando un objeto vibrante y oscilante empuja y atrae
moléculas adyacentes, causando que estas sucesivamente vibren. Esta vibracion
se propaga lejos de la fuente en forma de una onda longitudinal caracterizada por
una serie de vibraciones de las moléculas de ida y vuelta. La direccion de esta
vibracion “ida y vuelta” es paralela a la direccidon de propagacién de la onda. La onda
que es creada representa una serie de compresiones, cuando las moléculas se
juntan, y rarefacciones, cuando las moléculas se separan (Figura 1, a). Si se mide
la presion en diferentes puntos, en las regiones de compresion donde hay una
mayor densidad de moléculas, habra una mayor presiéon que la normal, y en las
regiones de rarefaccion (con una menor densidad de moléculas) habra menor

presion que la normal [9].

Direccion de propagacion g
“«0> “«0> 0>
“«0> “«0> 0>
“«0> “«0> <«0>
a) “0> <«0> <«0»>

Compresion
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—_

Longitud de onda

Cresta
4 Presion maxima

Ampitud

b)

*
Valle
Presion minima

MWW AW

Frecuencia alta Frecuencia baja
Longitud de onda corta Logitud de onda larga

Figura 1. a) Mecanismo de generacion de una onda de ultrasonido, b)
caracteristicas de una onda [Modificada de referencia 9].



Las caracteristicas de las ondas sonoras son las siguientes: La longitud de onda (A)
es la distancia entre las crestas o valles de ondas adyacentes. La trayectoria
completa recorrida por la onda se denomina ciclo. Un ciclo por segundo se
denomina frecuencia y se expresa en Hertz (Hz). La amplitud de una onda es el
maximo alargamiento en la direccion positiva y negativa desde la linea base y se
mide en decibeles (dB). El periodo es el tiempo que toma el ciclo completo de una
onda (Figura 1, b). La distribucion del poder acustico por area se denomina
intensidad, es la cantidad de energia distribuida por unidad de tejido y se expresa

con la siguiente formula [10]:

Intensidad = 222 = Watzts ............................... Ec.1
Area cm
2. 2. VELOCIDAD DEL SONIDO
La velocidad a la que viaja una onda de sonido se expresa como:
V=X Ec. 2

Donde v es la velocidad, f es la frecuencia y A la longitud de onda. La velocidad del
sonido se expresa en m/s, y es determinada por el medio a través del cual viaja el
sonido (Tabla 1). En general, la velocidad del sonido es mas lenta en los gases
como el aire, mas rapida en los solidos como el hueso, e intermedia en fluidos como
la sangre. La velocidad del sonido esta directamente relacionada con la rigidez del

material e inversamente relacionada con su densidad [11].

Tabla 1. Velocidad del sonido en diferentes medios biolégicos [11].

Medio Velocidad (m/s)
Aire 330
Pulmones 500
Grasa 1,450
Agua 1,480
Tejidos blandos 1,540
Higado, rifion 1,560
Sangre 1,570
Musculos 1,600
Tendones 1,700
Huesos 3,500



2. 3 FENONEMOS DE PROPAGACION DE LAS ONDAS EN LOS TEJIDOS

2.3.1. ATENUACION
La atenuacion se refiere a la pérdida de la energia debido a la absorcion y al

agotamiento, debido a la retrodispersidon provocada por cualquier inhomogeneidad
en el medio [12]. La atenuacion es la medida de la energia disipada convertida en
calor conforme las ondas viajan a través del material. El coeficiente de atenuacion

es determinado por el cambio en la amplitud de la sefal acustica [13].

2.3.2. REFRACCION
Cuando una onda choca con una interfase a un angulo menor de 90°, da lugar a la

refraccion de la onda en direccidon opuesta al angulo de incidencia. Cuando esto
sucede algunos de los ecos rebotados se pierden o atenuan. La refraccion también
es definida como la redireccion de una parte de la onda sonora cuando esta cruza

los limites de medios con diferentes impedancias acusticas [14].

2.3.3. REFLEXION
La reflexion es la inversién parcial de la direccion de propagacion de una onda

incidente, sobre una interfase lisa entre los medios con diferente impedancia
acustica. La lisura de la superficie se define con respecto a la longitud de onda de
la onda incidente. Una superficie lisa tiene irregularidades en una escala mucho mas
pequefia que una longitud de onda. La reflexion de objetos que son lisos
comparados con una longitud de onda se denomina especular. La reflexion por
objetos rugosos comparados con una fraccién de longitud de onda se denomina
difusa. La reflexion invierte la direccién del componente de propagacion de la onda
incidente perpendicular a la interfase, pero no cambia el componente de

propagacion paralelo a la interfase [15].

2.3.4. DISPERSION
La dispersion se refiere a la radiacion de la onda de ultrasonido en todas las

direcciones, donde solo una pequefa proporcidn es reflejada de regreso. Esto
ocurre cuando la onda sonora interactua con estructuras pequefias (menores a 1
longitud de onda) [16].



2.3.5. ABSORCION
La absorcion es el proceso por el cual la energia mecanica cargada por el pulso, se

convierte en calor dentro de los tejidos. Los mecanismos exactos de la pérdida de
energia aun no estan bien entendidos, pero la absorcion es la forma mas

significativa de atenuacion en un tejido blando [17].

2. 4. IMPEDANCIA ACUSTICA

La impedancia ocurre cuando una cierta cantidad de energia se refleja en la
interfase de 2 tejidos que difieren en densidad (Tabla 2). La cantidad de energia
reflejada incrementa cuando hay una gran diferencia de impedancia entre los
tejidos, dando lugar a sombras acusticas. La impedancia acustica (Z) es el producto

de la densidad (p=kg/m3) y la velocidad del sonido en el tejido (c=m/s) [18].

Tabla 2. Ejemplos de impedancias acusticas y densidades de tejidos
biolégicos [18].

Tejido Densidad (kg/m?3) Impedancia (Rayles)
Aire y otros gases 1.2 0.0004

Tejido graso 952 1.38
Agua 1,000 1.48
Rifon y tejidos blandos 1,060 1.63
Higado 1,060 1.64
Musculo 1,080 1.70
Huesos 1,912 7.8

2.5. EL ULTRASONIDO

El sonido se divide en infrasonido, sonido audible y ultrasonido. El infrasonido posee
una frecuencia menor a 20 Hz. El sonido audible, que es el sonido que los humanos
podemos escuchar, posee una frecuencia aproximada de 10 Hz a 20 kHz. Por otro
lado, el sonido con una frecuencia de mas de 20 KHz es inaudible al oido humano

y es conocido como ultrasonido [19-20].



251 LA EVOLUCION DEL UTRASONIDO COMO HERRAMIENTA DE
DIAGNOSTICO
El empleo del ultrasonido como herramienta de diagnostico data de los afnos 1930’s.

Los hermanos Dussik desarrollaron un método de atenuacion diferencial de
transmision para observar el cerebro, aunque su técnica nunca fue desarrollada
para la aplicacion clinica. Posteriormente, la patente de Firestone para la deteccion
de fallas en metales, se considera la primera técnica de ultrasonido pulso-eco
moderna y la base de la imagenologia pulso-eco en la medicina. El desarrollo del
ultrasonido como la herramienta de diagndstico que conocemos hoy en dia, inicié
en la segunda guerra mundial. A finales de 1940’s y principios de 1950’s, se
demostrd que las interfases tisulares, los tejidos y las piedras vesiculares podian
ser diferenciados por ecos ultrasonicos, todos en aplicaciones de ultrasonido modo-
A. Posteriormente, Howry y Bliss, y Wild y Reid, construyeron y demostraron los
primeros escaneos de ultrasonido modo B. A mediados de 1950’s, se descubrieron
las aplicaciones del ultrasonido en ecoencefalografias, oftalmologia,
ecocardiografia, obstetricia y ginecologia, etc. A principios de los afios setenta y
mediados de los ochenta ocurrio la mayor expansion de las capacidades del
diagndstico por ultrasonido. Algunos de los principales avances en la calidad de la
imagen fue la introducciéon de la escala de grises (Kossoff y Garrett en 1972), la
capacidad de mostrar imagenes en tiempo real, en el que habia una serie de
aproximaciones que incluian el escaneo mecanico (Griffith y Henry en 1974), la
formacion lineal (Bom en 1973), la formacion de fase (Somer en 1968, von Ramm y
Thurston en 1972), y el escaner de trayectoria de agua (Carpenter y Kossoff en
1977) [21].

2.5.2. EL PRINCIPIO PULSO-ECO
La imagenologia por ultrasonido se basa en el principio pulso-eco. Este principio se

refiere a lo siguiente: un pulso corto de sonido es transmitido al tejido desde un
transductor enfocado, dicho pulso se propaga en el tejido y puede ser reflejado,
absorbido o dispersado. Los ecos viajan de regreso al transductor que ha sido
“‘cambiado” a un modo de recepcidon después de transmitir el pulso. Finalmente, el
enfoque del transductor restringe la energia de la onda de sonido propagada a



aproximadamente una linea, en un cierto rango alrededor de la profundidad focal
[22].

2.5.3. TIPOS DE ULTRASONIDO
Existen 4 tipos de visualizadores de imagenes ecograficas (Figura 2):

Modo A- También conocido como escaneo en modo de amplitud. En este tipo de
visualizacion, para cada eco recibido se muestra su amplitud en una pantalla, donde
la amplitud se encuentra en el eje de las Y y el tiempo en el eje de las X. Se usa
cuando se desea saber la profundidad de la interfase de los tejidos y puede ser
empleado terapéuticamente [23]. En esta técnica las amplitudes de las sehales
ecogénicas que vuelven de las interfases tisulares se muestran en un osciloscopio

como una serie de deflexiones de amplitud a lo largo de un eje horizontal [24].

Modo B- También llamado “modo de brillo o luminosidad”, este convierte los ecos
recibidos en una serie de puntos que varian en brillo, creando una imagen en escala
de grises bidimensional. Este modo es muy empleado en la imagenologia médica.
En un plano dado, las ondas de sonido son enviadas y recibidas, y después
integradas para producir una imagen en escala de grises, dinamica y en tiempo real.
El espectro del brillo de escala de grises que es mostrado para cada eco recibido,

corresponde a la amplitud de la onda.

Modo M- También conocido como “modo en movimiento”. Este obtiene una serie
de senales en modo-B, las cuales son mostradas a lo largo de un eje de tiempo,
permitiendo la evaluacion del movimiento de la estructura observada. Por lo tanto,
a profundidades especificas conocidas desde el transductor, los ecos son
traducidos como movimientos de dicha estructura. Esta técnica se emplea para
analizar los movimientos del corazén o en obstetricia para aislar los latidos del

corazon del feto [25].
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Figura 2. Representacion esquematica de los diferentes tipos de
visualizaciones por ultrasonido. a) modo-A, b) modo-B, ¢c) modo-M [Modificada
de referencia 25].

Doppler- Se basa en el efecto del cambio de frecuencia, provocado por la
propagacion de la onda después de ser reflejada por un objeto en movimiento. En
aplicaciones biomédicas, el haz del transductor se dirige al flujo de la sangre en
arterias y venas. Los eritrocitos fungen como los objetos en movimiento y después
como una fuente movil, por lo que el cambio de frecuencia es proporcional a la
velocidad de flujo. Debido a que los eritrocitos tienen una distribucion de velocidades
a lo largo del ciclo cardiaco, las sefiales Doppler del flujo sanguineo son una mezcla
de los cambios de frecuencia, proporcional al numero de células en cada velocidad.

Este se clasifica en Doppler continuo, el cual contiene 2 elementos piezoeléctricos

en el mismo transductor, uno que transmite continuamente ondas de ultrasonido y



otro que recibe los ecos correspondientes, la sefial Doppler puede ser procesada y

registrada, o simplemente escuchada con auriculares; y Doppler pulsado, en este

solo se reciben los ecos provenientes de una cierta profundidad. Los pulsos son
enviados a una cierta frecuencia de repeticion que es suficiente para capturar el
flujo sanguineo en diferentes momentos del ciclo cardiaco para reconstruirlo, y de

la misma manera la sefial puede ser registrada y procesada [26].

Las imagenes Doopler usan codificacion de color, donde el rojo indica movimiento
hacia el transductor y el azul indica movimiento lejos del transductor. EI Doppler de
potencia utiliza colores naranja donde la intensidad del color indica la amplitud de

las sefiales de eco desde los dispersores en movimiento [27].

También, existen otros tipos de ultrasonidos novedosos donde el ultrasonido es
acoplado a otras técnicas como la Tomografia computarizada con Ultrasonido,

Elastografia por ultrasonido, Biomicroscopia ultrasoénica, entre otras [26].

2.5.4. EL EFECTO PIEZOELECTRICO
El efecto piezoeléctrico lo exhiben ciertos cristales en respuesta a una presion

aplicada, desarrollando voltajes a través de las superficies opuestas. Este efecto es
el principio usado en los transductores para producir una sefial eléctrica en
respuesta a las ondas de ultrasonido incidentes. Los cristales empleados
clinicamente son titanato de bario, metaniobato de plomo y titanato zirconato de
plomo. La aplicacion de un voltaje a través de los cristales causa su deformacion,

ya sea una compresion o extension dependiendo de la polaridad del voltaje [28].

2.5.5. EL EQUIPO DE ULTRASONIDO
Una de las principales partes de un equipo de ultrasonido son los transductores, a

continuacion se presentan sus funciones y caracteristicas.

2.5.5.1 TRANSDUCTORES
Un transductor tiene como funcién convertir la energia eléctrica en energia acustica,

y a la inversa, convertir la energia acustica en energia eléctrica durante la recepcion.
Como se menciondé anteriormente, los transductores contienen cristales

piezoeléctricos que permiten la conversion de sonido en energia y viceversa.



Ademas de esto, los transductores se componen de otros elementos como se

observa en la Figura 3. La cubierta protege los componentes internos y aisla los

elementos del operador, ademas de que esta forrado con un escudo eléctrico. El

aislador acustico previene las vibraciones en caso de que se induzca un voltaje

eléctrico y el cable permite la conexion electrénica entre el cristal y el sistema. La

capa de union incrementa la eficiencia de la energia del sonido transferida entre el

elemento y el paciente. El material amortiguador convierte las ondas sonoras en

pulsos cortos ayudando a crear imagenes mas precisas [29].
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Figura 3 . Partes de un transductor [Modificada de referencia 29]

Los transductores se clasifican en 3 tipos principalmente:

i)

Transductor lineal. Este tipo de transductor consiste en una matriz lineal
de hasta 512 elementos piezoeléctricos que se activan electronicamente
en grupos. Este envia hacia el tejido ondas de ultrasonido paralelas entre
si que producen una imagen rectangular y en cada nivel de profundidad
tisular permanecen constantes el ancho de las lineas de la imagen y su
densidad. Una ventaja que posee es la buena resolucion espacial cercana
al transductor, es por ello que los transductores lineales se utilizan
preferentemente a altas frecuencias (5-10 MHz) para el diagndéstico de
enfermedades de los tejidos blandos y la glandula tiroides [24].

Transductor sectorial. Genera una imagen en forma de abanico que es
muy estrecha en las proximidades del transductor y que se va haciendo
cada vez mas ancha a medida que aumenta la profundidad de
penetracion. Este tipo de transductor trabaja a frecuencias mas bajas (2-

3 MHz), lo que le permite una mayor penetracién, y se aplica sobre todo
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en cardiologia. La desventaja de este tipo de transductor es la
disminucién de la resolucidon a medida que aumenta la profundidad.

iii) Transductor convexo. Es un transductor mixto entre los 2 tipos de
transductores descritos anteriormente. En este caso la forma de la imagen
en el monitor se asemeja a un filtro y combina una buena resolucion
cercana con una resolucién relativamente aceptable en profundidad. La
principal ventaja de la superficie de acoplamiento ligeramente convexa
del transductor, reside en la posibilidad de desplazar el aire intestinal que
degrada la calidad de la imagen mediante un aumento paulatino de la
presion del transductor sobre la piel. Sin embargo, la resolucién disminuye
a medida que aumenta la profundidad. Este transductor se aplica en la

ecografia de abdomen con frecuencias de 2.5-5 MHz [30].

2.5.5.2. PROCESO DE FORMACION DE UNA IMAGEN POR ULTRASONIDO
El proceso para la formacién de una imagen por ultrasonido conlleva diversos

pasos. En primer lugar, los cristales piezoeléctricos de un transductor vibran cuando
una corriente eléctrica pasa a través de este y emiten ondas sonoras de cierta
frecuencia. Posteriormente, dichas ondas son transmitidas a través del cuerpo, y
reflejadas de vuelta en la interfase del tejido, para ser recibidas de nuevo por los
cristales del transductor, los cuales crean una corriente eléctrica para producir una
imagen (Figura 4). La cantidad de sonido reflejada sera proporcional a la diferencia
de impedancia y el intervalo de tiempo entre el envio y recepcion del eco de vuelta,

lo que determina la profundidad de la interfase del tejido [31].
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Figura 4. Proceso de formacion de imagen por ultrasonido [Modificada de
referencia 11].
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2.5.5.3. LA FUNCION DE LOS PIXELES EN LA FORMACION DE LA IMAGEN
Ademas de generar ondas ultrasénicas y descargar los pulsos en el medio

circundante, la tarea central del sistema de ultrasonido es la conversion de las
sefales de eco de las ondas sonoras, en pixeles en el monitor. En esta etapa final,
la energia eléctrica recuperada, crea sefales en funcion de su intensidad en una
escala de grises (tonalidades de negro y blanco). Cuanto mas intensa sea la senal
del eco, mas brillante sera el valor de gris correspondiente; una senal muy débil
generara pixeles negros o gris oscuro. Finalmente, los pixeles combinados dan

lugar a una imagen en el monitor [32].

2.6. ECOGENICIDAD

La ecogenicidad se define como la habilidad de reflejar las ondas de ultrasonido en
el contexto de los tejidos circundantes. Siempre que exista una interfase de los
tejidos con diferentes impedancias, sera visible una diferencia en el contraste de la
imagen observada en la pantalla. En base a la ecogenicidad, una estructura puede

ser clasificada como hiperecoica (blanca), hipoecoica (gris) y anecoica (negra) [33].

2.7. LOS AGENTES DE CONTRASTE DE ULTRASONIDO

Los agentes de contraste de ultrasonido (ACUs) son herramientas para el
mejoramiento de la sensibilidad del ultrasonido, a continuacion se presentan sus

principales propiedades y caracteristicas.

2.7.1. PROPIEDADES Y CARACTERISTICAS DE LOS ACUs

Los ACUs son definidos como particulas que contienen un gas o un precursor
generador de gas en su interior. Estos son estabilizados por diferentes materiales
de pared como surfactantes, proteinas, lipidos o polimeros (Figura 5), con la
finalidad de prolongar el tiempo de vida del gas en el torrente sanguineo, pues las
diferencias opticas y acusticas entre el material de la pared y el gas del interior,
pueden conducir a cambios drasticos del tiempo de vida, la respuesta y el

mecanismo acustico, dando lugar a la destruccion de las particulas ecogénicas.
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Figura 5. Agentes de contraste de ultrasonido [Modificada de referencia 37].

Los gases que contienen en su nucleo generalmente son aire o gases pesados
bioinertes como perfluorocarbonos (PFCs), hexafluoruro de azufre y nitrogeno. Por
lo tanto, estas particulas son ecogénicas debido a que pueden responder a la
energia de ultrasonido aplicada desde el exterior, dando lugar a la amplificacion de

las sefales de eco para generar una imagen por ultrasonido [34-36].

El tamafio de los ACUs suele ser de 1-8 ym para el uso diagnéstico; sin embargo,
existe un compromiso entre el tamafo de particula y la intensidad del eco producido.
Mientras las particulas ecogénicas micrométricas presentan fuertes sefales de eco,
estas exhiben una persistencia del eco y tiempo de vida en el cuerpo muy cortos.
Ademas, en ocasiones su dimensién no permite la extravasacion desde el vaso
sanguineo al tejido circundante. Por otro lado, se ha determinado que las
nanoparticulas ecogenicas muestran una distribucidn deseable en el cuerpo y una
extravasacion efectiva, pero no pueden generar sefiales de eco lo suficientemente

intensas para crear una buena imagen [37].

2.7.2 MECANISMO DE CONTRASTE DE LOS ACUs

Una vez administrados, los ACUs actuan como objetos que reflejan las ondas
ultrasonicas, debido a la diferencia de impedancia entre los gases y la sangre, o los
tejidos [38]. Una caracteristica unica de los agentes de contraste es que interactuan
con las ondas sonoras, forman cavitaciones, oscilan, se contraen y expanden, y
resonan a una frecuencia que depende primordialmente del tamano de las burbujas,
posteriormente éstas se vuelven transmisoras por si mismas. Su respuesta al
sonido es altamente no lineal, generando ondas de sonido harmoénicas y sub-
harmoénicas. Las sefales harmoénicas pueden ser facilmente separadas de la sefial
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de retrodispersion de frecuencia de los tejidos. El analisis de estas harmonicas,
permite la obtencion mejorada de la imagen, lo que incrementa drasticamente el
contraste ACUs-tejido [39-42].

2.7.3. TIPOS DE AGENTES DE CONTRASTE

Los agentes de contraste para ultrasonido se pueden clasificar de acuerdo al tipo
de nucleo que presenten:

2.7.3.1. AGENTES DE NUCLEO LiQUIDO

Estan compuestos por un nucleo liquido generalmente de perfluorocarbonos (PFC),
y estabilizados por lipidos, polimeros, surfactantes o albumina, presentando un
tiempo de circulacidon largo. Su mecanismo se basa en que la irradiacion del
ultrasonido con una suficiente presion de amplitud, o su punto de ebullicion menor
a la temperatura corporal, inducen el cambio de fase de liquido a gas provocando
que el contraste por ultrasonido se vea mejorado satisfactoriamente [43-44].
Ejemplos de PFC son: decaflurorobutano, dodecafluoropentano, perfluorohexano,
octafluoropropano,etc. [45]. Estos agentes son biocompatibles debido a que los

gases perfluorocarbonados son facilmente exhalados.

Aunque las burbujas generadas tienen un tamafno de gota de aproximadamente 5
veces al diametro inicial, su tamafio predecible cambia rapidamente debido a la
difusion del gas y a la coalescencia de las burbujas, haciendo a estas particulas

Optimas para la imagenologia por ultrasonido [46].

2.7.3.2. AGENTES DE NUCLEO GASEOSO

Se puede emplear un gas o la combinacién de varios gases para la formacion de
este tipo de agentes. Generalmente se usa aire, nitrégeno, perfluorocarbonos
gaseosos como octaperfluoropropano, perfluoropropano y perfluorobutano,
hexafluoruro de azufre, o gases pesados, que son menos solubles al agua,
asegurando un mayor tiempo de circulacion [47]. Las composiciones de su pared
incluyen polimeros, gelatina, fosfolipidos, lipidos, surfactantes, galactosa/acido

palmitico y albumina [48].
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2.7.3.3 AGENTES CON NUCLEO DE GAS FORMADO IN SITU
Recientemente, se han desarrollado nanoparticulas poliméricas generadoras de

gas (Figura 6). Estos sistemas no encapsulan un gas precursor, sino que ocurre la
escision de las cadenas laterales de carbonato presentes en su superficie mediante
hidrdlisis, empleando poliésteres con cadenas laterales de carbonato (Poli(BL-Po),
los cuales son sintetizados por copolimerizacion de la y-butirolactona y 6xido de
propileno. Como consecuencia, ocurre la formacion de nanoburbujas de CO: las
cuales se expanden o coalescen para formar microburbujas, y estas ultimas resonan
bajo un campo de ultrasonido. La generacién de CO2, también puede ocurrir al
encapsular CaCOs en nanoparticulas de PEG-PAsp (Polietilenglicol-b-Poli(L-acido
aspartico)), que al encontrarse en un pH como el de un tejido tumoral, generan

burbujas de COz2, permitiendo el diagndstico [2,49].

Superficie de glicol-quitosano Poli(BL-Po) Generacién de CO2

" Hidrolisis

Difusién de H20

e
=0 Condiciones acuosas

Cadena lateral
generadora de CO:2

NP’s a pH fisiolégico NP’s a pH tumoral Generacioén de CO2
~74 iR

Figura 6 . Representacion esquematica de nanoparticulas generadoras de
CO:2 in situ mediante a) la hidrélisis de las cadenas poliméricas, b) efecto del
pH [Modificada de referencias 2,49].
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2.7.4. AGENTES DE CONTRASTE EN EL MERCADO
Mas de 10 diferentes agentes de contraste se han desarrollado comercialmente

(Tabla 3), pero solo Optison™ (microparticulas de albumina que contienen
perfluoropentano), Definity™ (una suspension inyectable de microparticulas
lipidicas de perfluoropentano), e Imagent® (microparticulas de fosfolipidos

conteniendo perfluoropentano) han sido aprobados por FDA para su administraciéon

intravenosa y solo en aplicaciones cardiacas [47,50].

Tabla 3. ACUs desarrollados comercialmente en la actualidad [47,50].

Agente Pared Nucleo Tamano (pM)
Albunex Albumina Aire 4.5
Echogen Surfactantes Perfluoropentano 2-5
Sonogen Surfactantes Perfluoropentano 2-5
Optison ™ Albumina Perfluoropentano 4.7
Definity ™ Fosfolipidos Perfluoropentano 1.5
Imagent ©® Lipidos/Surfactantes | N2/Perfluorohexano 6
Sonovue ® Fosfolipidos Hexafluoruro de 25
azufre
Quantison ™ Albumina Aire -
MP1950 Lipidos Decafluorobutano 2
PESDA Albumina Decafluorobutano 4.7
BR14 Lipidos Perfluorobutano 2.6
Levovist Lipidos/Galactosa Aire 2-4
Bisphere ™ Polilactico/Albumina N2 3
Sonazoid Lipidos/Surfactantes | Perfluorobutano 2.2
Sonavist Cianoacrilato Aire -

2.8. LANANOTECNOLOGIA

La nanotecnologia se refiere a la fabricaciéon de nuevos materiales en dimensiones
de nanoescala, de 1-1000 nm. La aplicacion de la nanotecnologia en el diagndstico
o monitoreo de enfermedades ha ganado campo en la nanomedicina, y los
nanosistemas que pueden ser diseiados para tener diversas composiciones,
poseen propiedades fisicas y biolégicas unicas, que pueden ser aprovechadas para
superar las limitaciones que se han presentado en la imagenologia en los ultimos

afios [51].
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Las caracteristicas que debe poseer una agente de contraste nanoparticulado es
que debe ser dispersado facilmente y estable en una gran variedad de ambientes in
vivo, no debe ser afectado por polaridad de disolventes, fuerza iénica, pH o
temperatura, deben exhibir enlaces no especificos y resistentes al sistema
reticuloendotelial, y ser programados para los mecanismos de depuracion, debe
generar una buena calidad de contraste, y presentar tiempos de circulacion
suficientemente largos en la sangre al ser administrado intravenosamente.
Idealmente, debe ejercer su efecto a dosis bajas y ser depurado de forma segura

del cuerpo [52].

Una de las mayores ventajas de los ACUs nanométricos es que pueden ser capaces
de extravasar a través de los capilares de tumores fenestrados, y por lo tanto,

acumularse pasivamente en tejidos tumorales [53].

Las nanoparticulas pueden ser clasificadas en: nanoparticulas lipidicas sélidas, de
pared lipidica, liposomas de pared compuesta por fosfolipidos, y nanoparticulas
poliméricas divididas en nanoesferas que son sistemas matriciales poliméricos, y
nanocapsulas, las cuales son sistemas vesiculares en donde el agente es rodeado

por una membrana polimérica [54].

Entre las ventajas de las nanoparticulas poliméricas se incluye la extensién del
tiempo de circulacion del agente en el cuerpo, mejoran su estabilidad, logran una
distribucion uniforme en el sitio objetivo y una alta eficiencia de encapsulacion del
agente. Si son modificadas en su superficie, pueden incrementar su interaccion con
el sitio de accion. Pueden ser preparadas con polimeros biodegradables y
biocompatibles (aprobados por FDA) y ser administrados intravenosamente de

forma segura [55].
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2.8.1. LA APLICACION DE LA NANOTECNOLOGIA EN EL DIAGNOSTICO POR
ULTRASONIDO
Un agente de contraste ideal para uso clinico debe ser biodegradable y poseer una

baja toxicidad mientras se produce una fuerte sefial para la obtencion de la imagen.
Uno de los principales obstaculos de las nanoparticulas en el diagnéstico por
ultrasonido (Figura 7b), es que su tamano compromete la intensidad de la sefal
ecogénica a diferencia de las microparticulas (Figura 7a), sin embargo, las

nanoparticulas presentan una distribucion efectiva [35].

(@) AcCUs microparticulados

r

Intensidad del eco

>

1-8 um ) Tiempo

(b) ACUs nanoparticulados

Intensidad del eco

Menores de ~700 nm =
Tiempo

Figura 7. Intensidades de la ecogenicidad producida por ACUs de diferente
tamano de particula [Modificada de referencia 35].

La estructura neovascular de los tumores esta caracterizada por una membrana
basal incompleta, una pared delgada y alta permeabilidad debido a la ausencia de

una capa de musculo liso [56].

Se ha reportado que la mayoria de los tumores tienen un tamano de poro de <780
nm. El tamafo de poro depende del tipo de tumor. Los agentes micrométricos son

inyectados parenteralmente, y al poseer un tamano de 1-8 ym de diametro
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permanecen en la vascularizaciéon hasta que son eliminados del cuerpo por una
variedad de mecanismos. Por otro lado, los agentes de contraste nanométricos
tienen el potencial de ser dirigidos a tejidos cancerosos al ser lo suficientemente
pequenos para atravesar los vasos que alimentan el tumor, y localizarse en el sitio
de la enfermedad a través del efecto de permeabilidad y retencion aumentada (EPR)
(Figura 8) [57-59].
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Figura 8. Efecto de permeabilidad y retencion aumentada (EPR).
Extravasacion de ACUs nanométricos a través un tumor [Modificada de
referencia 59].



2.9. METODOS DE PREPARACION DE NANOPARTICULAS

A continuacion, se describen los métodos de preparacion de nanoparticulas

poliméricas a partir de polimeros preformados mas comunmente utilizados:

i)

iii)

Emulsificacion-difusion de disolvente- En este método el polimero es
disuelto en un disolvente parcialmente miscible al agua. Las gotas
dispersadas son después diluidas usando una fase acuosa que contiene
al estabilizante. Posteriormente, a través de la emulsificacion se producen
gotas de una emulsion aceite/agua. La difusién del disolvente organico a
partir de las gotas de la fase dispersa da lugar a la condensacion de los
materiales dentro de la gota, provocando la formacion de las
nanoparticulas. Finalmente, el disolvente es eliminado por evaporacion o
filtracion, dependiendo de su punto de ebullicion, causando una
disminuciéon en el tamafno de particula. Es un meétodo altamente
reproducible, produciendo indices de polidispersion significativamente
bajos comparado con otros métodos [60].

Nanoprecipitacion- También conocido como desplazamiento de
disolvente. Este método requiere 2 disolventes que sean miscibles uno
con el otro. Generalmente el polimero y el activo son solubles en la
primera fase (disolvente), pero no en la segunda (no-disolvente). Cuando
la primera fase es adicionada a la segunda, la rapida desolvatacion del
polimero da lugar a la precipitacion de nanoparticulas. Con este método
se logra una eficiencia de encapsulacion del 94-99%. Este método es
rapido, simple y reproducible para sintetizar nanocapsulas y nanoesferas
a una baja concentracion de polimero [61].
Emulsificacion-evaporacion de disolvente- Este método se divide en:

a) Método de emulsidn simple, en el cual se prepara una emulsidn

aceite/agua, para encapsular activos hidréfobos o poco solubles en agua.
En la fase organica, se disuelve una cantidad apropiada de polimero en
un disolvente organico volatil como diclorometano, cloroformo o acetato

de etilo, posteriormente el activo es adicionado a esta solucién, dando
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lugar a una dispersion. La dispersidon que contiene el polimero y el
farmaco, es adicionado a una solucién acuosa que se encuentra en
agitacion constante, la cual presenta estabilizantes como polivinil alcohol
(PVAL), Polisorbato 80, Poloxamero 188, generando una emulsion
estable. El disolvente organico es evaporado después mediante agitacion
magnética o mediante presion reducida.

b) El método de doble emulsiéon: en esta técnica una cantidad adecuada

de activo se disuelve en la fase acuosa seguido de su adicion simultanea
a una fase organica en agitacion vigorosa (compuesta por el polimero
disuelto en disolventes organicos volatiles como acetato de etilo,
cloroformo o diclorometano). Una vez formada la emulsién primaria
agual/aceite, esta es adicionada a una segunda disolucién acuosa,
seguido de una agitacion simultanea y permitiendo después la
evaporacion del disolvente. Ambas técnicas son escalables, son
aplicables a farmacos liposolubles y requieren un exceso de energia
durante la homogenizacion [62].

iv) Salting out- Se basa en la formacion de una emulsién aceite/agua
compuesta por una fase acuosa primaria que contiene el estabilizante y
una alta concentracién de sal (como cloruro de magnesio hexahidratado).
El polimero es disuelto en un disolvente miscible al agua como acetona o
tetrahidrofurano. Debido a la presencia de una alta concentracién de sal,
no hay una difusién del disolvente en la fase acuosa. La adicion rapida de
una gran cantidad de agua a la emulsion aceite/agua reduce la fuerza
ionica y da lugar a la migracion del disolvente organico miscible al agua
hacia la fase acuosa, induciendo la formacién de nanoparticulas sélidas.
En este método las particulas deben ser purificadas para remover la sal

y el disolvente antes de ser utilizadas [63].
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Ill. JUSTIFICACION

Los agentes de contraste para ultrasonido (ACUs) son definidos como
microburbujas de gas estabilizadas por una pared de lipidos, proteinas, polimeros
o surfactantes, que actuan mejorando la sensibilidad y especificidad en el
diagnostico por ultrasonido, mediante la reflexion acustica causada por la
compresibilidad y desajuste de impedancia del gas dentro de las burbujas [64]. Los
ACUs deben presentar estabilidad durante la biocirculacion y acumulacion
especifica en los tejidos, las sefiales de eco deben persistir el tiempo suficiente para
observar la region de interés, presentar un tamano pequefo para extravasar desde
las venas a los tejidos, baja solubilidad y difusién del gas encapsulado, espesor de
la pared adecuado y elasticidad para controlar el comportamiento de atenuacion del

ultrasonido [65].

El tamafo de particula de estos sistemas es una caracteristica muy importante [66];
idealmente los ACUs deben presentar un diametro de 1-8 um, para atravesar los
pulmones, permitiendo obtener imagenes de diversas areas. Para penetrar mas alla
de la vasculatura, el agente requiere tener un tamafio menor, con diametros que
alcancen el rango nanométrico. El tamafno de poro de un tumor dependiendo del
tipo, localizacion y estado, es <780 nm, por lo que se ha comprobado que solo los
agentes de tamafio nanométrico pueden penetrar en el intersticio, lo que les permite
ser de utilidad en el diagnéstico de cancer y monitoreo del avance de la terapia [35,
37, 671].

Recientemente, se han desarrollado ACUs de pared a base de polimeros
biodegradales, los cuales ademas de ser biocompatibles, estan aprobados por la
FDA, pues pueden ser hidrolizados en el cuerpo humano en mondémeros no toxicos
[64]. Se ha comprobado que una pared polimérica les ayuda a presentar una gran
estabilidad fisica y quimica, por lo que pueden preservar la ecogenicidad por un
tiempo mas prolongado [68]. El estudio y desarrollo de sistemas nanoparticulados
como agentes de contraste tiene como propdsito mejorar el diagndstico oportuno de
diversas patologias incluyendo el cancer, debido a que su incidencia en la poblacion

ha crecido en los ultimos afos [53, 56, 59].

22



IV. HIPOTESIS

La preparacion de distintos sistemas nanoparticulados poliméricos huecos,
mediante el método de emulsificacion-difusibn empleando diferentes agentes
porégenos, que posean un tamafo de particula, indice de polidispersion, potencial
zeta y morfologia adecuados, podran ser empleados como agentes de contraste
que mejoren el diagnostico por ultrasonido, al evaluar su ecogenicidad in vitro

empleando un ultrasonido modo B.
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V. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Preparar sistemas nanoparticulados poliméricos huecos mediante el método de

emulsificacion-difusion, empleando diferentes tipos de agentes porogenos,

caracterizarlos y evaluar su ecogenicidad in vitro a través de un ultrasonido modo

B, para analizar su uso como potenciales agentes de contraste para el diagnéstico

por ultrasonido.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1.

Elegir los materiales y el método de preparacion de los sistemas

nanoparticulados poliméricos huecos.

Optimizar las condiciones de preparacion de los sistemas nanoparticulados
mediante un disefio experimental Box-Behnken, con tres factores y tres
niveles, para evaluar los efectos de la cantidad de agente pordgeno,
porcentaje de estabilizante y velocidad de agitacion sobre las propiedades

fisicoquimicas y la ecogenicidad de los sistemas.

Preparar los sistemas nanoparticulados poliméricos huecos mediante el
método de emulsificacion-difusion, y caracterizarlos mediante evaluaciones
de tamafo de particula, indice de polidispersion, potencial zeta, densidad,
calorimetria diferencial de barrido, ademas evaluar su morfologia a través de

microscopia electronica de barrido.

Evaluar la ecogenicidad in vitro de los sistemas nanoparticulados poliméricos
huecos, a través de un ultrasonido modo B, para analizar su uso potencial

como agentes de contraste para el diagndstico por ultrasonido.
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VI. MATERIALES Y PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

6.1. SELECCION DE LOS MATERIALES Y EQUIPOS

Tabla 4. Materiales y equipos empleados durante el desarrollo experimental.

Materiales y reactivos

Equipos empleados

Polimeros

Acido Polilactico-co-Glicélico (PLGA
50:50, DLG 4A, Lakeshore Biomaterials,
USA)

Alcohol Polivinilico (PVAL, Mowiol® 4-88,
P.M. 31,000 g/mol, Sigma-Aldrich, USA)
Grenetina 250 Blooms (Drogueria
Cosmopolita, México)

Reactivos y disolventes

Acetato de etilo grado analitico
(Fermont®, México)

Agua destilada (RiOs™ distiller, EMD
Millipore, USA)

Alcanfor sintético (PVO. DAB/BP,
Drogueria Cosmopolita, México)
Naftaleno (Merck®, Germany)
Ciclotetrasiloxano (Drogueria
Cosmopolita, México)

Manitol (J.T. Baker®, USA)

Aceite mineral (Drogueria Cosmopolita,
México)

Fosfato monobasico de potasio
(Fermont®, México)

Fosfato dibasico de sodio (Meyer®,
México)

Hidroxido de sodio (Fermont®, México)
NaCl (Meyer®, México)

KCI (Meyer®, México)

Marcadores de densidad (Density Marker
Beads®, Pharmacia LKB, Sweden)
Percoll® (Sigma-Aldrich, USA)

Agitador magnético multiplaza (IKA®
R010, USA)

Balanza analitica (Boeco® BBC32,
Germany)

Ultraturrax® (IKA Labortechnik, T18
Basic, USA)

Rotaevaporador (Laborota® Heidolph
4000, Germany)

Ultracentrifuga (Optima LE-80K,
Beckman Coulter®, USA)
Liofilizadora (Labconco®, Freezone 6,
UK)

Contador submicroénico de particulas
(Coulter® N4 Plus, USA)

Zetasizer® (Malvern Instruments Nano
HS, UK)

Calorimetro diferencial de barrido (DSC
Q10, TA Instruments, USA)
Microscopio electronico de barrido
(SEM JSM-5600 LV, Japédn)
Ultrasonido modo B (9668 Plus,
Sonolife®, Shanghai)

Otros materiales

Dialysis tubing closures (Sigma-
Aldrich®, USA)

Tubos Pen-rose de latex estériles
(19.05 mm de diametro, HolyMR,
México)

Gel conductor para ultrasonido
(Ultrasonic®, México)
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6.2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

DESARROLLO Y CARACTERIZACION DE SISTEMAS NANOPARTICULADOS
COMO POTENCIALES AGENTES DE CONTRASTE PARA ULTRASONIDO

L

‘ Eleccion de los materiales y el método

de preparacion de los sistemas
Tamano de particula
indice de polidispersién
Potencial Zeta
ETAPA I. Preparacion de L
sistemas pre“mmares Caracterizacion I:> ECOgeniCidad in vitro

(Construccion de curva

ﬁ dosis-respuesta)

Tamano de particula

ETAPA II. Desarrollo del Caracterizacién indice de polidispersion
disefio experimental Potencial Zeta

ﬁ Ecogenicidad in vitro

Tamano de particula
ETAPA lll. Preparacion o |:> Indice de polidispersion
de sistemas optimizados Potencial Zeta

B Ecogenicidad in vitro

ETAPA IV. Evaluaciéon de
la versatilidad del método
Tamanio de particula

indice de polidispersion
Potencial Zeta

Preparacién de sistemas o Ecogenicidad in vitro
optimizados con diferentes |:> Caracterizacion |:> Densidad
agentes porégenos
Calorimetria Diferencial de barrido

Microscopia electrénica de barrido

Figura 9. Diagrama de flujo del procedimiento experimental.
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6.3. PREPARACION DE LOS SISTEMAS NANOPARTICULADOS
En el siguiente apartado se describe el método de preparacion y los materiales

elegidos para desarrollar los sistemas nanoparticulados huecos.

6.3.1. SELECCION DE LOS MATERIALES Y METODO DE PREPARACION DE
LOS SISTEMAS NANOPARTICULADOS (ETAPAI)
Al realizar ensayos preliminares para seleccionar las condiciones de preparacion de

los sistemas nanoparticulados huecos, se eligieron los siguientes materiales: acido
polilactico-co-glicdlico (PLGA) como polimero, alcanfor como agente porogeno,
acetato de etilo como disolvente organico y polivinil alcohol (PVAL) como
estabilizante. Los sistemas se prepararon mediante el método de emulsificacion-
difusion, el cual implica el desplazamiento directo del disolvente mediante presion
reducida, de acuerdo a lo reportado por Quintanar-Guerrero et al. (1998) [69]. Para
llevar a cabo la preparacion, el disolvente organico acetato de etilo (parcialmente
miscible con agua) y agua destilada, fueron saturados mutuamente durante 20
minutos antes de su uso, con la finalidad de asegurar el equilibrio termodinamico de
las fases. Posteriormente, 200 mg de PLGA y 40 mg alcanfor fueron disueltos en 10
mL de acetato de etilo previamente saturado, dicha solucidon organica fue
emulsificada en 20 mL de una solucion acuosa de PVAL al 3% p/v, empleando un
agitador de alta cizalla Utraturrax® T18 a una velocidad de agitacion de 7000 rpm.
En seguida el sistema se llevo a un rotaevaporador, con la finalidad de inducir el
desplazamiento directo del disolvente bajo presion reducida. Las nanoparticulas
fueron recuperadas del pellet obtenido por ultracentrifugacién a 15000 rpm durante
20 min. Finalmente, las nanoparticulas se liofilizaron durante 48 horas, con la
finalidad de que el agente porégeno encapsulado dejara un hueco en la matriz

polimérica durante el proceso de liofilizacién.

Se construyd una curva dosis-respuesta como una pre-evaluacion de la
ecogenicidad de los sistemas de acuerdo al punto 6.6.6., a las concentraciones: 2.5,
5, 10, 20, 40 y 60 ug/mL en buffer de fosfatos (PBS) pH 7.4 a 37°C, desgasificado.

6.4. DISENO EXPERIMENTAL (ETAPA Il)
Se utilizé un disefio experimental Box-Behnken con tres factores y tres niveles, con

la finalidad de conocer la influencia de los factores en las variables de respuesta
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(Tabla 5), obteniendo un total de 18 corridas (Tabla 6). Los datos fueron tratados

con el software Statgraphics® Centurion version XVI.I1.

Tabla 5. Factores y niveles analizados en el diseio experimental Box-

Behnken.
Niveles codificados de las variables
Variables independientes (Factores) Bajo Medio Alto
-1 0 1
X1= cantidad de agente porégeno (mg) 20 40 60
X2= concentracion de PVAL (% p/v) 1.5 3.0 4.5
X3= velocidad de agitacion 3500 7000 10500
Variables dependientes (Respuestas)
Y 1= tamafno de Y2= indice de Y3=. Y4= ecogenicidad
. . S potencial
particula polidispersién seta

Tabla 6. Sistemas preparados de acuerdo con el diseio experimental Box-

Behnken.
DISENO EXPERIMENTAL BOX-BEHNKEN
SISTEMA POR (mg) PVAL (% plv) VA (rpm)
1 40 3.0 7000
2 40 1.5 10500
3 40 4.5 10500
4 40 3.0 7000
5 40 1.5 3500
6 60 3-0 10500
7 40 3-0 7000
8 40 4.5 3500
9 20 3-0 10500
10 20 4.5 7000
11 60 3.0 3500
12 20 3.0 3500
13 20 1.5 7000
14 40 3.0 7000
15 60 4.5 7000
16 40 3.0 7000
17 40 3.0 7000
18 60 1.5 7000
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6.5. OPTIMIZACION Y VERSATILIDAD DEL METODO DE PREPARACION
(ETAPAS lll Y IV)
Las condiciones 6ptimas de preparacion fueron establecidas mediante el software

Statgraphics® Centurion version XVI.Il. Posteriormente, se procedié a evaluar la
versatilidad del método empleando los distintos agentes pordgenos: alcanfor,
naftaleno y ciclotetrasiloxano. Asimismo, se prepararon nanoesferas de PLGA, con

la finalidad de comparar su ecogenicidad.

6.6. CARACTERIZACION DE LOS SISTEMAS NANOPARTICULADOS
A continuacion se presentan los métodos de caracterizacion de los sistemas

nanoparticulados.

6.6.1. TAMANO DE PARTICULA E iNDICE DE POLIDISPERSION (PDI)
El tamafio de particula de los sistemas e indice de Polidispersién se determinaron

por la técnica de dispersion dinamica de la luz mediante el uso de un contador
submicrénico (Nanosizer N4 Plus) de rayos laser a un angulo de 90° por 180
segundos y temperatura de 25°C. Las determinaciones se realizaron por triplicado,

al diluir cada sistema en agua destilada.

6.6.2 POTENCIAL ZETA
El potencial Zeta se determind mediante micro-electroforesis laser Doppler y analisis

de fase de dispersion de luz en un equipo Malvern Zetasizer Nano HS, el cual
emplea un laser de He/Ne de longitud de onda de 633 nm y 4 Mw. Las lecturas se
realizaron por triplicado por cada sistema, empleando como disolvente agua

destilada a una temperatura de 25°C y 150-200 kcps.

6.6.3 DENSIDAD
La densidad se determind mediante un gradiente de silice coloidal. Se agregaron

100 pL de cada sistema a una concentracion de 20 ug/mL, a 9mL de Percoll® al
45% v/v en NaCl 0.15 M. Los sistemas generados se centrifugaron a 15000 rpm
durante 3 h. Como referencia, se agregaron 30 puL de los marcadores (Density
Marker Beads®, Pharmacia LKB, Sweden) y estos fueron sometidos a las mismas
condiciones que los sistemas nanoparticulados. La distancia de las bandas desde

el menisco, fueron medidas con un vernier y graficadas, para interpolar las
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distancias de cada sistema en la curva creada (Figura 27). Esta evaluacion sélo se

realizo a los sistemas preparados en la versatilidad del método (ETAPA V).

6.6.4 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC)
Los sistemas nanoparticulados fueron analizados mediante calorimetria diferencial

de barrido en un equipo DSC Q10, TA Instruments, a una velocidad de
calentamiento de 10°C/min, con corridas de 0-280°C y flujo de purga de 50 mL/min
de N2, empleando indio como patron de calibracion. Esta caracterizacion solo se
realizd a los sistemas preparados en la versatilidad del método (ETAPA 1V), con el

fin de evidenciar la eliminacion de los agentes pordgenos durante la liofilizacion.

6.6.5 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (MEB)
Se tomaron micrografias de los sistemas nanoparticulados, empleando un

microscopio electrénico de barrido SEM JSM-5600 LV. Las muestras fueron
recubiertas con una pelicula de oro (~20 nm) empleando un dispersor iénico (JFC-
1100, JEOL, Japdn) y fueron observadas a 15kV, y 10000x, 15000x y 20000x. Sélo
se observaron las nanoesferas de PLGA y nanoparticulas huecas a base de alcanfor

optimizadas preparadas en la versatilidad del método (ETAPA V).

6.6.6. EVALUACION IN VITRO DE LA ECOGENICIDAD

A continuacion se describe el proceso de evaluacion in vitro de la ecogenicidad.

6.6.6.1 PREPARACION DEL PHANTOM DE GELATINA
Para simular un tejido in vitro, se preparé un phantom hecho de gelatina de 250

blooms (20% p/v) en un recipiente de plastico, haciendo pasar un tubo de PVC
(policloruro de vinilo) a través de este a 2 cm de la superficie, con la finalidad de
dejar una cavidad cilindrica en su interior al ser retirado del modelo de gelatina

sélido (Figura 10).

- l

Figura 10. Phantom de gelatina preparado para la evaluacion de la
ecogenicidad in vitro.



6.6.6.2 EVALUACION IN VITRO DE LA ECOGENICIDAD
Para llevar a cabo la evaluacion in vitro de la ecogenicidad en el phantom de

gelatina, se utilizaron tubos Pen-rose de latex estériles. Estos fueron colocados
dentro de la cavidad cilindrica y selladas por un extremo con un “Dialysis tubing
closure”, una vez hecho esto, por el otro extremo se adicionaron uno a uno, los
sistemas nanoparticulados a una concentraciéon de 10 ug/mL en buffer de fosfatos
(PBS) pH 7.4 a 37°C, previamente desgasificado, hasta llenar por completo la
cavidad (~40 mL) y finalmente el otro extremo del tubo Pen-rose fue sellado (Figura
11). La concentracion empleada para evaluar los sistemas preparados en el disefio
experimental fue determinada en la curva dosis-respuesta construida en el punto
6.3.1. de la ETAPAL.

La ecogenicidad in vitro fue obtenida mediante la medicion cuantitativa de la mejoria
de la luminosidad de las imagenes adquiridas en el ultrasonido modo B (Sonolife
9668 Plus), con respecto al blanco (buffer de fosfatos PBS pH 7.4 a 37°C,
desgasificado). Se empled un transductor lineal fijado a una frecuencia de 7.5 MHz,
y se calculo el valor promedio de escala de grises dentro de una region de interés
(RDI) fijada a 17000-18000 pixeles?, en una escala de grises de 0-255. Asimismo,

se calcul6 el porcentaje de mejoria del contraste con respecto al blanco (Ec. 3).

(VPEG muestra—VPEG buf fer PBS)

% mejoria de VPEG = x100............c............EC. 3

VPEG muestra

Figura 11. a) Ultrasonido Modo B (Sonolife 9668 Plus), b) mediciéon de la
ecogenicidad: phantom de gelatina con un tubo penrose en su interior
conteniendo los sistemas nanoparticulados.
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Las imagenes fueron capturadas y guardadas digitalmente mediante el software

Debut Video Capture®, acoplado al ultrasonido modo B (Figura 12).

I Debut Professional by NCH Software - Licensed software - X
File Screen Capture View Tools Help

@ A 2 RE%J B

Webcam  Device Screen ngs | Option: Share

Previous selections:
1386 x 763 Virtual Desktop v

Select Recor

Record Sereen as: avi ~| | Encoder Options... Video Options...

H i 0:00:00,000 30 s
] | (@ | Full screen

Debut Professienal v 3.01 @ NCH Software

Figura 12. Software Debut Video Capture®.

Las imagenes fueron analizadas empleando el software Image J (64-bit) (National
Institute of Health, USA) (Figura 13), con el cual se obtuvo el valor promedio de
escala de grises (VPEG) y el histograma correspondiente a cada sistema (ver

Anexos I-V).

i Imagel — oo
ﬁe Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

B olc|o)<|4iA|Ala|o|0] cojsfs]o || | |»
Imaged 1.50i / Java 1.6.0_24 (64-bit)

Figura 13. Software Image J (64-bit).
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
A diferencia de otras modalidades de diagndstico, el ultrasonido se encuentra

ampliamente disponible, es no invasivo y costo-efectivo. La pequefia diferencia de
impedancia entre los tejidos impide un diagndstico claro, por lo que los ACUs son

una alternativa para mejorarlo [70].

Los ACUs micrométricos se han usado ampliamente en la imagenologia. Sin
embargo, estos no pueden atravesar las paredes de los vasos en los tejidos
tumorales, por lo que los ACUs nanométricos han mostrado un potencial importante

para la imagenologia en este campo [71].

En comparacion con las microparticulas, las nanoparticulas ofrecen diversas
ventajas para la imagenologia. Su diminuto tamano, contribuye a un mayor tiempo
de circulacion y permite la acumulacion progresiva en el espacio intersticial de
tumores a través del efecto de permeacion y retencion aumentada (EPR), el cual
involucra la extravasacion pasiva de las nanoparticulas desde la microcirculacion,
hacia el espacio intersticial del tumor. Hasta la fecha la deteccidén acustica de
nanoparticulas es un reto, ya que las secuencias de pulso personalizadas y su
disefio deben ser mejorados para la deteccion. Se han desarrollado nanoparticulas
con nucleo solido, liquido o gaseoso, encapsulados por surfactantes, lipidos,
proteinas o polimeros. Para el desarrollo de un agente de contraste nanoparticulado
ideal se debe tener en cuenta que este debe presentar una alta tasa de marginacion,
y una rapida internalizacion al tejido blanco. La marginacion se refiere a la habilidad
de las nanoparticulas a escapar del flujo sanguineo y moverse a las paredes del
vaso [72-73].

Los ACUs de pared polimérica presentan muchas ventajas sobre otros materiales,
por ejemplo: son mas resistentes a las ondas ultrasénicas, ofrecen una estabilidad
mecanica y versatilidad quimica, y por lo tanto un incremento en su tiempo de vida

comparado con los de pared lipidica o surfactantes [74-76].

EL PLGA (acido poli-D,L-lactico-co-glicdlico) fue el polimero elegido para el
desarrollo de los sistemas nanoparticulados huecos, debido a que es uno de los

polimeros biodegradables y biocompatibles mas empleado en el area de la
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nanomedicina, se degrada en acido lactico y acido glicdlico a traveés de la hidrdlisis
del enlace éster en su estructura, y estos ingresan al ciclo del acido citrico, por lo
que el material no necesita ser removido después su administracion [77-78]. El
PLGA forma una pared rigida dando lugar a un largo tiempo de circulacion a los
ACUs elaborados con este polimero, brindandoles una fuerza mecanica que los
hace estables y representan fuertes reflectores del sonido, mejorando el contraste
en las imagenes por ultrasonido. Las nanoparticulas de PLGA han sido
desarrolladas por diversos métodos como emulsificacion-difusién, emulsificacion-

evaporacion de disolvente, nanoprecipitacion, etc [79-80].

El método de emulsificacidon-difusién fue empleado para preparar los sistemas
nanoparticulados huecos como agentes de contraste para ultrasonido. Este método
involucra la emulsificacion de una fase organica compuesta por un disolvente
parcialmente miscible con el agua (eg. acetato de etilo, acetato de butilo, metil etil
cetona, alcohol bencilico, carbonato de propileno) que contiene al polimero, y una
fase acuosa conteniendo al estabilizante, empleando un homogeneizador. La
subsecuente adicion de agua al sistema, causa la difusién del solvente a la fase
externa, lo que provoca la formacion de las nanoparticulas, y el desplazamiento del

disolvente se lleva a cabo mediante presién reducida [69, 81-82].

Durante muchos afos se ha demostrado que las particulas huecas son agentes de
contraste efectivos. Existe el reporte de la fabricacion de micro- y nanoparticulas
huecas preparadas por el método de doble emulsidn, las cuales encapsulan alcanfor
como agente porégeno, que cuando son sometidas al proceso de liofilizacién, el
alcanfor sublima, dejando un hueco en su lugar [83-86]. Bajo este esquema el
alcanfor fue empleado como agente porégeno, considerando la liofilizacion como un

paso fundamental para la formacion de las nanoparticulas huecas.

Por otro lado, el alcohol polivinilico (PVAL) es un polimero sintético soluble en agua,
el cual fue elegido como estabilizante, debido a que reduce la tension interfacial y
actia como un coloide protector que se adsorbe en la superficie las nanoparticulas
durante la emulsificacion, estabilizandolas [87].
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Una vez hecha la seleccién de los materiales y el método de manufactura, se
prepararon como “sistemas preliminares” nanoparticulas huecas a base de alcanfor
(NAI), empleando 200 mg PLGA, 40 mg alcanfor, 3% p/v de PVAL y 7000 rpm como
velocidad de agitacion utilizando un agitador de alta cizalla Utraturrax® T18 (ETAPA
). Asi mismo, se prepararon nanoesferas de PLGA (NE) a las mismas condiciones.

La Tabla 7 muestra los resultados de caracterizacion de ambos sistemas.

Tabla 7. Caracterizacion de las nanoparticulas huecas a base de alcanfor (NAI)
y nanoesferas de PLGA (NE), como sistemas preliminares.

SISTEMA TAMARO DE iNDICE DE POTENCIAL ZETA
PARTICULA (nm) | POLIDISPERSION (mV)
NAI 337.37 £ 13.15 0.11+ 0.06 -29.43 £ 0.98
NE 331.90 £ 5.19 0.12 £ 0.03 -28.77 £ 0.96

Promedio * desviacién estandar (n=3)

El primer paso fue determinar su curva dosis-respuesta en base a su ecogenicidad
y establecer una comparacion entre ambos sistemas. Para evaluar el desempefio
en la ecogenicidad por ultrasonido, se requiere un modelo de tejido artificial llamado
phantom, el cual simula las propiedades de absorcién y dispersion de los tejidos
bioldgicos, con el propodsito de crear un ambiente clinico mas realista [88].
Generalmente, los phantoms comerciales son muy costosos, estos pueden alcanzar
un precio de hasta 15000-16500 USD [89-90]. Es por ello que en la investigacion se
hace uso de phantoms preparados en el laboratorio, siendo muy utiles para mejorar
las habilidades y el éxito de procedimientos de ecografia, sin la necesidad de
realizarlos en humanos o animales [91]. Este tipo de phantoms deben ser faciles de

fabricar, no toxicos, reproducibles, reutilizables y baratos [92-93].

En el caso del ultrasonido, es importante tomar en cuenta que las propiedades del
phantom desarrollado sean similares a los tejidos bioldgicos. En este trabajo se
desarrollé un modelo de gelatina de 250 blooms (unidades de fuerza de gelificacién)
al 20% pl/v, debido a que se ha demostrado que phantoms elaborados a base de
gelatina de ~200-300 blooms en proporciones ~ 20-30 % p/v, resultan utiles para
este tipo de estudios [91, 94-96]. Ademas, se ha comprobado que sus propiedades
como el moédulo de Young (2.5-500 kPa), ancho de banda de atenuacion (0.2-1.5
db/(cm MHz-)) y velocidad de propagacion del sonido (1550-1650 m/s), son
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similares a los que presentan los tejidos biolodgicos, asi como un incremento de

atenuacion lineal con respecto a la frecuencia de ultrasonido [97-98].

Para el analisis de la ecogenicidad se utilizd un transductor lineal, el cual fue
colocado en la superficie del phantom a 2 cm de distancia de la zona a estudiar, al
igual que en otros estudios [99-100]. La frecuencia del transductor se fijo a 7.5 MHz,
pues es importante considerar que la frecuencia de resonancia incrementa a medida
que el tamano de particula disminuye [72]. Para construir la curva dosis-respuesta,
las nanoparticulas huecas a base de alcanfor (NAI) y las nanoesferas de PLGA (NE)
fueron resuspendidas en buffer de fosfatos (PBS) pH 7.4 a 37°C previamente
desgasificado, con la finalidad de simular las condiciones fisiologicas [84-85],

empleando diferentes concentraciones (Tabla 8 y 9).

Se tomaron imagenes de la zona de estudio (cavidad cilindrica en el modelo) por
triplicado, empleando el ultrasonido modo-B. La region de interés (RDI) se fijé en
cuadrados de 17000-18000 pixeles? (Figuras 14 y 15). Se obtuvieron los valores
promedio de escala de grises (VPEG), los cuales se refieren a las intensidades de
contraste de ultrasonido (Anexos | y Il) [101], usando el software Image J del
National Institute of Health, USA, y se calculé como porcentaje el incremento de las
intensidades de contraste en relacion al blanco (buffer de fosfatos (PBS) pH 7.4),
como se ha reportado en otros estudios [102-104]. Los resultados se muestran en

las Tablas 8 y 9.

Tabla 8. Resultados de la curva dosis-respuesta de nanoesferas de PLGA (NE).

Concentracion Are_a de RDI VPEG % MEJORIA DE
pg/mL (pixeles?) VPEG
Blanco (PBS pH 7.4) | 17949.67 + 137.08 75.148 + 0.19 No aplica

2.5 18159.00 = 205.65 85.61 £ 0.69 12.22 £ 0.71

5 17989.67 + 494.05 85.69 £ 0.19 12.30 £ 0.20
10 18317.33 £ 609.12 86.68 + 1.11 13.29 £ 1.11
20 18696.00 + 317.32 87.51 £ 0.67 14.12 £ 0.66
40 18042.67 + 539.24 88.074 £ 0.56 14.67 £ 0.54
60 18133.00 + 409.85 87.72 £ 0.62 14.33 £ 0.60

Promedio £ desviacion estandar (n=3)
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Tabla 9. Resultados de la curva dosis-respuesta de las nanoparticulas huecas

a base de alcanfor (NAI).

Concentracion

Area de RDI

% MEJORIA DE

Mg/mL (pixeles?) VPEG VPEG
Blanco (PBS pH7.4) | 17949.67 £ 137.08 75.15+0.19 No aplica

25 18088.67 + 925.45 89.89 + 0.60 16.39 £ 0.56
5 18120.67 + 606.79 91.72+0.44 18.06 £ 0.39
10 17951.67 + 821.83 94.66 + 1.16 20.60 £ 0.98
20 18221.00 + 621.27 94.77 £ 0.29 20.70£0.24
40 18175.33 + 440.39 94.45 + 1.05 20.43£0.88
60 17862.33 + 684.32 94.78 £ 0.71 20.71 £ 0.59

Promedio + desviacion estandar (n=3)

Figura 14. Imagenes obtenidas por ultrasonido curva dosis-respuesta de NE.

BLANCO (PBS pH 7.4)
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Figura 15. Imagenes obtenidas por ultrasonido curva dosis-respuesta de NAI.

BLANCO (PBS pH 7.4)

60 ug/mL

La Figura 16 muestra la curva dosis-respuesta construida, se puede observar que
las NE mostraron una menor mejoria del contraste en comparacion con las NAI,
como se tenia esperado. Ademas, a una concentracion de 10 ug/mL, la mejoria del
contraste de las NAIl alcanza su punto maximo, y posteriormente se forma una
meseta donde la respuesta no muestra un incremento significativo, por lo que la
dosis elegida para evaluar sistemas posteriores fue 10 pg/mL, al ser lo
suficientemente pequefna para lograr un aumento en el contraste por ultrasonido,
ya que al ser administrados por via intravenosa, se considera que deben ser
inyectados en pequenos volumenes (0.2-2 mL), lo cual estd comprobado que es

seguro para los pacientes [85,53,105].
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Figura 16. Curva dosis respuesta NAIl vs NE.

7.1 RESULTADOS OBTENIDOS EN EL DISENO EXPERIMENTAL

En el presente trabajo se llevd a cabo un disefio experimental Box-Benken para
determinar los efectos de la cantidad de agente pordgeno, porcentaje de
estabilizante y velocidad de agitacion, en las variables de respuesta: tamafio de
particula, indice de polidispersion, potencial zeta y ecogenicidad de los sistemas
nanoparticulados (ETAPA II).

Una de las ventajas de este tipo de disefios es que se requieren un menor numero
de corridas para 3 factores, se pueden evaluar los efectos de los factores en las
condiciones de operacion, y optimizar la respuesta [106-108]. Los resultados de las
18 corridas se muestran en la Tabla 10.
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Tabla 10. Tamano de particula, indice de polidispersion, potencial zeta y % de mejoria de contraste (VPEG) de los
18 sistemas preparados de acuerdo al diseio experimental Box-Benhken. Resultados antes y después de liofilizar.

SISTEMA

—_— -
TS0 N oA WON =

[ O I Qe U Y
N o a b~ WD

18

ANTES DE LIOFILIZAR

DESPUES DE LIOFILIZAR

% de mejoria

TP (nm) PDI PZ (mV) TP (nm) PDI PZ (mV) A'?Ei‘:e?igm VPEG r::p\e,zZtiil
blanco

306.20+4.75 | 019+008 | -2372+061 | 32287+627 |018+0.05| -2428+059 | 17497.33+739.14 | 94.65+1.08 | 20.59 * 0.90
265.00+4.64 | 009+0.08 | -2403+096 | 304.07+042 |0.02+0.01| -2463+045 | 17984.00+670.02 | 91.39 + 1.12 | 17.76 + 1.01
217.90+178 | 012+008 | -2325+0.79 | 23730327 |0.02+0.01| -2402+0.82 | 17399.00+336.01 | 91.86 + 1.67 | 18.17 + 1.48
32547 +3.06 | 003+001 | -2528+039 | 348774715 |014+0.03| -27.97+084 | 17535.67 +402.69 | 93.96+1.28 | 20.01 + 1.09
128120+ 1453 | 150+025 | -27.77+062 | 172437+96.64 |1.73+039 | -30.00+0.91 | 17904.00 +76.63 | 93.13+0.85 | 18.27 +0.73
25530+159 | 012+0.05 | -2428+0.40 | 27310£243 |0.06+0.01| -2639+1.22 | 17670.67 +404.08 | 96.03 + 1.39 | 21.74 + 1.14
298.00+6.75 | 012+007 | -2417+072 | 32063+264 |0.02+0.01| -29.27+0.84 | 17368.00+511.44 | 94.84 +0.92 | 20.76 +0.77
717.30+9.15 |028+004 | -2648+118 | 83053+3020 |028+0.04| -29.37+033 | 18225.00 + 355.67 | 92.66 + 0.65 | 18.89 + 0.57
23517+162 | 009+0.01 | -22.00+0.65 | 24083+025 |0.04+0.03| -2859+0.89 | 18179.00+432.88 | 91.09+0.91 | 17.50 +0.83
306.00+6.09 | 008+002 | -17.61+063 | 28877+087 |009+0.08| -29.02+069 | 17672.33+257.50 | 90.96+ 0.69 | 17.38 + 0.63
1026.07+3.04 | 029+007 | -2486+049 | 1031.23+10.19 |0.98+0.18 | -30.97+0.47 | 17640.00 +606.22 | 95.80 + 1.22 | 21.55+1.00
1082.33+6.35 | 0.31+022 | -2278+047 | 978.00+16.92 |124+012| -30.28+0.74 | 17817.00 + 135.64 | 90.66 + 1.39 | 17.09+1.27
32153+2.80 | 0.04+003 | -2013+059 | 367.30+398 |011+007| -2267+061 | 18177.00+283.19 | 90.33+0.20 | 16.80 % 0.19
313.70+4.16 | 003+001 | -2406+081 | 32517+136 |003+0.02| -2453+071 | 17911.33+558.37 | 95.09+1.03 | 20.97 +0.85
296.80+6.74 | 011+001 | -2558+1.03 | 207774222 |018+0.05| -27.04+125 | 17898.00+427.10 | 96.79+0.98 | 22.36 +0.78
320.33+4.30 | 003+003 | -2881+110 | 36173+555 |011+0.10| -2568+0.89 | 18129.67 +422.97 | 95.03+1.61 | 20.91+1.33
32010+479 | 0134004 | -2518+1.04 | 37630+213 |005+0.04| -27.46+098 | 18000.00 + 205.56 | 94.03+0.79 | 20.08 * 0.67
33537+241 | 009+006 | -2811+082 | 359.33+122 |007+003| -2811+096 | 18336+267.45 |9545+2.09 | 21.24+1.73

Promedio * desviacién estandar (n=3)
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La liofilizacion fue un paso fundamental en el proceso de formacion de las
nanoparticulas huecas. Adicionalmente, esta demostrado que el “estado seco” es
una condicion adecuada para encapsular gases como el aire, en el nucleo de
nanoparticulas antes de ser resuspendidas en un acarreador liquido previo a su
administracién [109]. La liofilizacién consiste en el secado o eliminacién de agua de
una muestra congelada mediante procesos de sublimacién y desorcion bajo
condiciones de vacio. Este proceso puede generar grietas y fragmentacion en la
muestra debido a que se produce una alta presion dentro del producto, es por ello
que se empled manitol al 5% p/v como agente crioprotector, ya que ayuda a ordenar
las estructuras de agua en el producto, protege a las nanoparticulas durante los
procesos de congelacion y secado, y esta aprobado para su inclusion en productos
de administracion parenteral [110-111]. Asi mismo, el proceso de liofilizacion esta
recomendado para mantener estables las nanoparticulas durante un tiempo
prolongado. Sin embargo, cuando los nanopolvos son resuspendidos, debemos
asegurar que no formen agregados, y mantengan sus propiedades en la medida de
lo posible [112]. Se evalu6 el tamafo de particula, indice de polidispersion y
potencial zeta antes y después de liofilizar los sistemas nanoparticulados. De
acuerdo a la tabla 10, se puede observar que el manitol ejercié su efecto como
agente crioprotector, ya que después del proceso de liofilizacion, las propiedades
de las nanoparticulas no se vieron modificadas significativamente. Los datos fueron
tratados estadisticamente con el software Statgraphics® Centurion version XVIL.II.
Las Figuras 17, 18, 19 y 20, muestran los diagramas de superficie de respuesta 3D
obtenidos, los cuales se utilizan para lograr una mejor comprension de las
interacciones entre los factores y determinar el nivel 6ptimo de cada factor para la
obtencion de la mejor respuesta. Los diagramas trazan las respuestas como una
funcién de 2 de los factores (variables independientes), manteniendo el tercero
constante [106], lo que nos muestra el efecto de la cantidad de pordgeno,
concentracion de estabilizante (PVAL) y la velocidad de agitacion en las respuestas
(tamafio de particula, indice de polidispersion, potencial zeta y % de mejoria de
contraste). Adicionalmente, la Figura 21 y el anexo lll, muestran las imagenes

conseguidas a través del ultrasonido modo-B, y las intensidades de contraste de
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TAMANO DE PARTICULA

ultrasonido,

respectivamente, pertenecientes a los 18 sistemas del disefio

experimental Box-Benhken y el blanco (buffer PBS, pH 7.4). Los datos VPEG fueron

empleados para la obtencion de los porcentajes de mejoria de contraste (Tabla 10).
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Figura 17. Graficos 3D de superficie de respuesta estimada donde se muestra
la influencia de las variables independientes en el tamaino de particula.

42



7

INDICE DE POLIDISPERSION

re

ANTES DE LIOFILIZAR DESPUES DE LIOFILIZAR

Superfigjg, de-Respyesta Fstimada Superfigjg feRespissta Fstimada
> F
z 5
(%] [%2]
% 11 g 1.8
2] : » 14
5 11 o ‘
= = 1
5 08 3 o6 \\\“\“ 77 7/
& 05 g O —_—
W w02 SN
o 02 500 & — 500
E)J -0.1e 750%5&& (Uj -0.2& 750%5&& TP
o 5 15
2 152 25 3 35 4 4o WA(pm) 2 225 3 35 4 L5300 VAMm) |
= PVA (%) = PVA (%) B
[
Superficie d%@%gy%sta Estimada Superficie dei:,@%géj%sta Estimada e 2
P =
E
z 3 E
[%2]
% 1.6 &
o 13 & [
g 1! =
a 07 3
a 04 o
A o1 a 500
W 02 %5& 500 W 750%5&&
Q - 750 5 20
20 5 30 40 5500,
Q 30 40 50 50 60 350 A (rpm)
z AL (mg) 50 60 3500 WA (rpm) Z AL (mg) v-
I
Superficie ({(}Bze;gw%a Estimada Superficie ({e}B:e.?Bbjélﬁa Estimada

25
30 40 50 60 152 PVA (%)

INDICE DE POLIDISPERSION
INDICE DE POLIDISPERSION

>
~
El
e

Figura 18. Graficos 3D de superficie de respuesta estimada donde se muestra
la influencia de las variables independientes en el indice de polidispersion.
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Figura 19. Graficos 3D de superficie de respuesta estimada donde se muestra
la influencia de las variables independientes en el potencial zeta.
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Figura 20. Graficos 3D de superficie de respuesta estimada donde se
muestra la influencia de las variables independientes en el porcentaje de
mejoria de contraste (VPEG).

45



Figura 21. Imagenes por ultrasonido modo-B, de los 18 sistemas pertenecientes
al disefio experimental Box-Benhken y el blanco (buffer PBS, pH 7.4).
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(@)



Sistema 15 Sistema 17

Sistema 16

Sistema 18

Los disefios de experimentos también describen las respuestas (y) con respecto a
los factores (x), mediante las ecuaciones de polinomios de regresion. El disefio de
superficies de respuesta y la estrategia de analisis supone que la media de la
variable de respuesta py esta en funcion de los niveles de los factores cuantitativos
representados por las variables x1, x2,..., xk. Los modelos polinomiales se usan como
aproximaciones practicas a la funcidn de respuesta verdadera o real. En general, la
funcién real se desconoce y las funciones polinomiales con frecuencia proporcionan
buenas aproximaciones en zonas relativamente pequefias de los niveles de los
factores cuantitativos [113]. De acuerdo a los resultados obtenidos de los
coeficientes de regresiéon y analisis de varianza de las variables de respuesta en
funcién de los factores en estudio (Tabla 11), los diagramas de superficie de
respuesta antes mencionados, son las representaciones graficas de las ecuaciones
de regresidon cuadratica obtenidas para cada respuesta (Ec. 4, 5,6y 7), donde y es
la respuesta medida, y se expresa el valor de B como los coeficientes estimados
para cada factor x. Los coeficientes x1, x2 y x3 corresponden a los efectos lineales,
X1X2, X1X3 Y X2x3 a los coeficientes de interaccidn, y los coeficientes x12, x22 y x3?,

pertenecen a los efectos cuadraticos [114].
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Tabla 11. Coeficientes de regresion y analisis de varianza (ANOVA) de las

variables de respuesta en funcion de los factores estudiados. (Después de

liofilizar).
% MEJORIA VPEG
Termino TP (nm) PDI PZ (mV) RESPECTO AL
BLANCO
Valor- Valor- Valor- Coef. Valor-
Coef. p Coef. p Coef. p P
Bo 3707.3300 5.2543 -25.3467 6.6857
B4 16.3965 0.8102 -0.0211 0.7419 -0.0469 0.7356 0.0959 0.0000
B2 -545.1140 | 0.0134 -0.5828 0.0458 -5.3022 0.4895 3.1897 0.0501
B3 -0.6599 0.0000 -0.0009 0.0001 0.0018 0.0159 0.0013 0.5992
B11 -0.1969 0.2182 0.0001 0.6318 -0.0027 0.2713 0.0001 0.8274
B12 0.1417 0.9467 0.0011 0.7615 0.0618 0.0967 0.0046 0.5327
B13 -0.0001 0.9345 0.0000 0.5053 0.0000 0.4846 | -7.8571 E-7 | 0.7994
B2z 28.6704 0.3058 -0.0097 0.8275 0.4165 0.3499 -0.5121 0.0004
B2 0.0394 0.0100 0.0001 0.0069 | -9.5238 E-7 | 0.9961 -0.0000 0.8047
B33 0.0000 0.0003 | 3.6405E-8 | 0.0017 | -1.1514 E-7 | 0.1735 | -9.1946 E-8 | 0.0005
R? 95.3666 92.0549 69.8352 97.4983
R? —Adj. 90.1540 83.1167 35.8998 94.6839

Bo = Coeficiente de regresion, i = Coeficiente lineal, Bii = Coeficientes cuadraticos y B =
Coeficientes de interaccion. Termino no significativo (p>0.05), Termino significativo (p<0.05).

Y+= Tamaiho de particula, Y,= indice de polidispersion, Ys:= Potencial Zeta, Ys= % Mejoria de

VPEG

Y1=3707.3300 -545.1140 x2-0.6599 x3 + 0.0000 x32 + 0.0394 x2x3

Y2=5.2543 -0.5828 x2-0.0009 x3 + 3.6405 E-8 x32 + 0.0001 X2x3

Y3=-25.3467 + 0.0018 x3

Y4= 6.6857 + 0.0959 x1 + 3.1897 x2-0.5121 x2? -9.1946 E-8 x3?

Dentro de la caracterizacion de las nanoparticulas, el tamafo de particula y el indice

de polidispersiéon son parametros fundamentales para evaluar la estabilidad fisica.

Ademas se ha demostrado que la opsonizacion y el reconocimiento por el sistema

fagocitico mononuclear, estan fuertemente relacionados con el tamafo de las

nanoparticulas [115]. La espectroscopia de correlacion de fotones es una de las

técnicas mas empleadas para medir el tamafio y la distribucion de tamafno de

particulas pequefias suspendidas en un medio liquido [116]. De acuerdo a los
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resultados obtenidos en la Tabla 10, el tamaho de particula de los sistemas se
encuentra entre ~230-1700 nm, con indices de polidispersion de ~0.02-1.73. Entre
mas pequefio sea su tamafo presentaran una tasa de depuracion mas lenta y por
lo tanto, tiempos de circulacion mas prolongados [54]. Por otro lado, indices de
polidispersién (PDI) con valores de 0.1-0.25 indican una distribucion de tamafio
estrecha, cuando el valor de PDI es mayor a 0.5 se refiere a una distribucién de

tamano amplia [116].

En base ala Tabla 11, se determin6 que el porcentaje de estabilizante y la velocidad
de agitacion, influyen en el tamafio e indice de polidispersién de los sistemas. El
incremento de estos factores da lugar a una disminucion de dichas respuestas
(valores p < 0.05). Por otro lado, su interaccion y el término cuadratico de la

velocidad de agitacion provocan un crecimiento en su valor (valores p < 0.05).

La electroforesis laser Doppler es una técnica comunmente empleada para medir el
potencial zeta. Esta técnica evalua la movilidad electroforética de particulas
suspendidas en un medio. El potencial zeta de los sistemas preparados en el disefio
experimental presentaron valores de ~ -24 a -30 mV. Es una regla general que
valores cercanos a -30 mV resultan en una buena estabilidad [117]. Conforme a los
resultados de la Tabla 11, la disminucion en la velocidad de agitacion, provoca que
los valores de potencial zeta se vean reducidos (valores p < 0.05), dando lugar a

una buena estabilidad.

Cuando se aplica un campo de ultrasonido a los ACUs, estos oscilan debido a la
compresibilidad del gas del nucleo y las propiedades elasticas de la pared. Dicho
comportamiento oscilante es el principal recurso de la fuerza de reflexion de estos
agentes, lo que los hace ideales para proveer el contraste adecuado en las
imagenes para el diagnostico por ultrasonido [118].

De acuerdo con la finalidad de este estudio, la respuesta que fue considerada con
mayor importancia fue el % de mejoria del contraste de las imagenes obtenidas por
ultrasonido (Figura 21). Segun los datos de los sistemas nanoparticulados
preparados en el disefio experimental (Tabla 11), a mayor cantidad de porégeno y

concentracion de estabilizante, asi como los términos cuadraticos de la
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concentracion de estabilizante y velocidad de agitacién producen una mejoria en el
contraste de las imagenes, lo que da lugar a un mejor diagndstico en la practica

clinica.

Finalmente, las R? indican que el modelo explica la variabilidad del tamafio de
particula, indice de polidispersioén, potencial zeta y mejoria del contraste en un
95.3666, 92.0549, 69.8352, 97.4983 % respectivamente. Los valores de R2-
ajustadas obtenidos, los cuales son mas adecuadas para comparar modelos con
diferentes numeros de variables independientes [87], fueron 90.1540, 83.1167,
35.8998 y 94.6839 % respectivamente.

7.2. RESULTADOS DE LA OPTIMIZACION DEL METODO
Los datos obtenidos en el disefio experimental Box-Benhken fueron tratados con el

software Statgraphics® Centurion version XVL.II., se establecieron las condiciones
optimas de preparacion (ETAPA 1ll) en base al porcentaje de mejoria de contraste
por ultrasonido, y se midio el tamafo de particula, indice de polidispersion, potencial
zeta y porcentaje de mejoria del contraste por ultrasonido de los sistemas. Las
condiciones optimas de preparacion estimadas fueron cantidad de agente porégeno
(alcanfor) 60 mg, concentracion de estabilizante (PVAL) 2.4% plv, y velocidad de
agitacion 8000 rpm (zona roja de Figura 22). Los sistemas nanoparticulados
optimizados se prepararon por triplicado, estos presentaron tamanos de ~300 nm,
indices de polidispersion de ~0.05, potencial zeta de ~ -24 mV y mejoraron el
contraste por ultrasonido respecto al blanco en ~ 26% (Tabla 12, Figura 23 y Anexo

IV), dichos resultados presentaron un porcentaje de error <10%.

Tabla 12. Caracterizacion de los sistemas optimizados.

DESPUES DE LIOFILIZAR

i % de mejoria

SISTEMA TP (nm) PDI PZ (mV) AREA DE RDI VPEG de VPEG
(pixeles?) respecto al

blanco

PBS pH 7.4 No aplica No aplica No aplica 17949.67 + 137.08 | 75.148 £ 0.19 No aplica
NAIl- 304.20 £2.40 | 0.05+0.01 |-23.49 £ 0.88 | 18088.00 + 267.01 | 101.87 £ 1.36 | 26.22 + 0.98
NAI, 307.00 £2.90 | 0.05+0.03 |-23.80 £ 1.14 | 17535.33 £ 238.08 | 102.76 £ 1.23 | 26.87 £ 0.87
NAl; 308.30£1.10 | 0.05+0.01 |-23.94 £ 0.85| 17959.00 + 671.01 | 102.56 £ 0.12 | 26.72 £ 0.08

Promedio + desviacién estandar (n=3)
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Figura 22. Diagrama de contornos de la superficie de respuesta estimada.

Figura 23. Imagenes por ultrasonido modo-B de los sistemas optimizados.

7.3 VERSATILIDAD DEL METODO
Una vez obtenidos los sistemas optimizados, ademas de emplear alcanfor como

agente porogeno (NAI), se utilizé naftaleno (NNaf) y ciclotetrasiloxano (NCiclo) en
la misma proporcion y condiciones de preparacion, para evaluar la versatilidad del
método (ETAPA V), asi mismo se prepararon nanoesferas de PLGA (NE).

La eleccion de dichos materiales, fue debido a que ambos presentan presiones de
vapor bajas, por lo que, al ser encapsulados se esperé que de igual manera
formaran sistemas nanoparticulados huecos a través del proceso de liofilizacion. El
naftaleno es un compuesto organico sélido a temperatura ambiente con una presién
de vapor de 0.085 mmHg a 25°C [119-122]. El ciclotetrasiloxano es un fluido de



silicona no téxico, con una presion de vapor de 0.99 mmHg a 25°C, por lo que en el

proceso de liofilizacion se pretendié que fuera eliminado por completo [123-126].

En la Tabla 13 se pueden observar los resultados de tamafio de particula, indice de
polidispersion y potencial zeta de los sistemas preparados en la versatilidad del
meétodo. El alcanfor se destac6 como el mejor agente porégeno para el desarrollo
de los sistemas nanoparticulados huecos, puesto que en el proceso de evaluacion
in vitro del porcentaje de mejoria del contraste por ultrasonido, es el que muestra
mejores resultados con un 26.87%, mientras que NNaf y NCiclo mostraron una
mejoria del 23.82 y 22.24% respectivamente (Figura 24 y 25, Anexo V), y NE de

14.92% respecto al blanco.

Asi mismo, se comprueba que el método de emulsificacién-difusion puede ser
empleado satisfactoriamente empleando otros agentes porégenos como naftaleno
y ciclotetrasiloxano. Finalmente, a través de un analisis de varianza (Anexo VI)y
prueba de Tukey (Anexo VII) se determin6 que existen diferencias significativas en
cuanto al porcentaje de mejoria de contraste entre todos los sistemas
nanoparticulados (p<0.05), excepto entre NNaf y NCiclo.

Figura 24. Imagenes por ultrasonido modo-B de los sistemas obtenidos en la
versatilidad del método.

NCiclo
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SISTEMA

PBS pH
7.4

NAI
NE
NNaf
NCiclo

Tabla 13. Sistemas preparados para evaluar la versatilidad del método.

ANTES DE LIOFILIZAR

DESPUES DE LIOFILIZAR

% de mejoria

TP (nm) PDI PZ (mV) TP (nm) PDI PZ (mV) AREA DE RDI VPEG de VPEG
(pixeles?) respecto al
blanco
No aplica No aplica No aplica No aplica No aplica No aplica 17949.67 £+ 137.08 | 75.148 £ 0.19 No aplica
284.40 £ 0.60 0.07 £ 0.05 -22.23 £ 0.31 307.00 £ 2.90 0.05+0.03| -23.80+1.14 17535.33 + 238.08 | 102.76 £ 1.23 | 26.87 £ 0.87
278.50 £ 5.10 0.05 £ 0.04 -23.00£0.73 286.50+4.00 |[0.05+0.02| -24.73+0.63 | 18078.00+350.92 | 88.33+0.61 | 14.92+0.58
292.70 £ 3.20 0.05+0.03 -22.17 £ 0.44 317.60 £ 2.00 0.05+0.03 | -23.89+0.85 18002.00 £ 539.41 | 98.65+1.24 | 23.82+0.96
277.00 £ 5.60 0.09 £ 0.02 -21.66 + 0.49 392.80+1.10 |[0.04+0.03| -24.73+1.07 | 18443.00+287.68 | 96.64 +0.79 | 22.24 +0.63
Promedio + desviacién estandar (n=3)
30 H
25 I

(0]
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% m NE
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L
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S 10 1 NCiclo
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Figura 25. Comparacion del porcentaje de mejoria del contraste por ultrasonido al emplear los distintos sistemas
nanoparticulados preparados en la versatilidad del método.



7.4. CARACTERIZACION DE LA DENSIDAD DE LOS SISTEMAS OPTIMIZADOS
La centrifugacion isopicnica en un gradiente de silice coloidal, se utiliza para la

separacion de moléculas, y se basa en un gradiente de densidad vy
ultracentrifugacion para separar particulas de acuerdo a sus diferencias de
densidad [127-128].

Esta caracterizacion solo fue realizada a los sistemas preparados en la versatilidad
del método (ETAPA 1V). De acuerdo a los resultados experimentales, las NE
formaron un pellet posterior a la centrifugacion, por lo que su densidad no pudo ser
determinada. Los sistemas NAI, NNaf, y NCiclo optimizados formaron bandas, lo
que fue indicativo de la formacion de las nanoparticulas huecas, ya que su densidad
fue menor que las NE como se tenia esperado. Sin embargo, su densidad fue mayor
a los marcadores, por lo que su valor experimental no pudo ser determinado debido
a que los resultados se encontraron fuera del rango de la curva construida que fue
de 1.018-1.138 g/cm?3 (Figura 26 y 27).

1.018 g/cm?®

1.035 g/cm?®

1.052 g/cm?®
1.065 g/cm?®

1.075 g/lcm?®
.087 g/cm?
1.102 g/cm?®
1.119 g/cm?®
1.138 g/cm?®

Figura 26. Marcadores de densidad en un gradiente de silice coloidal con los
valores de sus respectivas densidades.
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Figura 27. Altura de los marcadores en funciéon de su densidad.

7.5 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO DE LOS SISTEMAS
NANOPARTICULADOS
La calorimetria diferencial de barrido (DSC) es una técnica empleada para analizar

el comportamiento térmico de los materiales, como temperaturas de transicion
vitrea, puntos de fusion, cambios polimoérficos, etc. EI DSC nos brinda datos
cuantitativos precisos de la energia que es absorbida (endotérmica) o liberada
(exotérmica) por la muestra durante la medicion [129]. Esta caracterizacion solo fue
realizada a los sistemas preparados en la ETAPA IV. La Figura 28 muestra los
termogramas de los materiales empleados para la formacién de los sistemas
nanoparticulados (PLGA, PVAL, manitol, alcanfor, naftaleno, ciclotetrasiloxano) y
los sistemas preparados en la evaluacién de la versatilidad del método (NAI, NNaf,
NCiclo y NE). Se empled la calorimetria diferencial de barrido como método de
caracterizacion, con la finalidad de comprobar la remocién de los agentes
porégenos durante el proceso de liofilizacion de los sistemas. De acuerdo a los
resultados obtenidos, se aprecia la temperatura de transicién vitrea del PLGA ~45°C
y los picos de fusidn pertenecientes a PVAL ~180 °C, manitol ~165 °C, alcanfor
~218 °C, naftaleno ~79°C, ciclotetrasiloxano ~40 °C, donde se observa que los picos
de fusion de los agentes porogenos estan ausentes en los termogramas de los
sistemas correspondientes (NAI, NNaf, NCiclo), lo que sugiere que estos fueron
eliminados satisfactoriamente durante el proceso de liofilizacion, formando sistemas

huecos.
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Figura 28. Termogramas de DSC de PLGA, PVAL, manitol, alcanfor, naftaleno, ciclotetrasiloxano y
los sistemas nanoparticulados NAI. NNaf. NCiclo v NE optimizados.



7.6 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO
La microscopia electrénica de barrido es una de las técnicas mas versatiles para la

examinacion y el analisis de la morfologia de micro- y nano-estructuras [130-132].
En esta técnica, un haz de electrones enfocado, es enviado a la muestra. Los
electrones primarios interactuan con los atomos en la muestra, produciendo varias
senales que pueden ser detectadas y contienen informacién acerca de la topografia
superficial y composicion de la muestra. Las imagenes MEB son producidas por la
deteccion de los electrones secundarios, los cuales son emitidos desde la superficie
de la muestra debido a la excitacion del haz de electrones primario, seguido de
procesos de dispersion elastica. Dicho haz de electrones es escaneado, y la
posicion del haz se combina con la sefial detectada para producir una imagen [133-
134]. En la Figura 29, se muestran las micrografias MEB de las nanoesferas de
PLGA (NE) y nanoparticulas huecas a base de alcanfor (NAI) preparadas en la
ETAPA IV, a un aumento de 10000x, 15000x y 20000x. De acuerdo a los resultados
obtenidos, se puede observar claramente que los sistemas nanoparticulados
presentan una forma esférica y distribucion de tamafo uniforme, lo que indica su
obtencidén exitosa. Sin embargo, a través de esta técnica no fue posible evidenciar

su hueco interior.

10,000x 15,000x 20,000x

7kU “xzZasaeg

Figura 29. Imagenes MEB de NE y NAI optimizadas.



VIIl. CONCLUSIONES

a)

b)

d)

A través del presente trabajo fue posible obtener sistemas nanoparticulados
huecos de PLGA a través del método de emulsificacion-difusién, como

potenciales agentes de contraste para ultrasonido.

Se definieron las siguientes condiciones 6ptimas de preparacion de los
sistemas nanoparticulados poliméricos huecos: agente porogeno 60 mg,
velocidad de agitacion 8000 rpm y concentracién de PVAL del 2.4% pl/v, por
medio de un disefio experimental Box-Behnken, empleando alcanfor,

naftaleno y ciclotetrasiloxano como agentes porégenos.

Los sistemas nanoparticulados poliméricos huecos optimizados presentaron
tamanos de ~ 300 nm y poblaciones unimodales monodispersas con indices
de polidispersion de 0.04-0.05, asi como un potencial zeta de ~ -24 mV dando

lugar a una buena estabilidad.

Mediante calorimetria diferencial de barrido se comprobé la eliminacion de
los agentes porégenos durante el proceso de liofilizacion, dando lugar a la
formacion de sistemas nanoparticulados huecos, lo que les permite ser
ecogénicos. Dichos sistemas presentaron una densidad menor al de sus
respectivas nanoesferas, lo que fue indicativo de su obtencion exitosa, y a
través de imagenes MEB se demostré su morfologia esférica y distribuciéon

de tamano uniforme.

La aplicacion de estos sistemas nanoparticulados poliméricos huecos como
agentes de contraste para ultrasonido, fue comprobada a través de
evaluaciones in vitro, empleando como modelo un phantom de gelatina y un
ultrasonido modo-B, a una concentracion de 10 ug/mL con lo cual se
obtuvieron mejorias de contraste del 22% hasta casi un 27% en las imagenes

obtenidas, comprobando su efectividad.
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IX. PERSPECTIVAS

a) Realizar estudios de estabilidad de las propiedades fisicoquimicas vy
ecogenicidad in vitro de los sistemas nanoparticulados obtenidos.

b) Incluir un farmaco en los sistemas nanoparticulados desarrollados, con el fin de
cumplir ambos propdsitos, terapia y diagnostico (teragnosis).

c) Realizar estudios in vivo de la ecogenicidad de los sistemas nanoparticulados,

asi como evaluar su toxicidad, para ampliar el conocimiento de su comportamiento.

d) Funcionalizar la superficie de los sistemas nanoparticulados con la finalidad de

dirigirlos al sitio donde sea requerido el diagnostico.
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XI. ANEXOS

. HISTOGRAMAS DE VPEG CURVA DOSIS-RESPUESTA NE vs BLANCO

(BUFFER DE FOSFATOS pH 7.4)
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Il. HISTOGRAMAS DE VPEG CURVA DOSIS-RESPUESTA NAI vs BLANCO
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ll. HISTOGRAMAS DE VPEG DE LOS SISTEMAS OBTENIDOS EN EL DISENO
EXPERIMENTAL vs BLANCO (BUFFER DE FOSFATOS pH 7.4)
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IV. HISTOGRAMAS DE VPEG DE LOS SISTEMAS OPTIMIZADOS vs BLANCO

(BUFFER DE FOSFATOS pH 7.4)
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V. HISTOGRAMAS DE VPEG DE LOS SISTEMAS PREPARADOS EN LA
VERSATILIDAD DE METODO vs BLANCO (BUFFER DE FOSFATOS pH 7.4)

Intensidad

Intensidad

Buffer de fosfatos pH 7.4

NE
15000 6000
8
10000 © 4000
w
c
5000 9 2000
£
0 0 | —
Do T T o B o TR TR e B e R e R e R e B o B o | R T I e T e TR e R e T o O o TR e O o TR O e B o |
N < O 00 O N < OO0 O N < N < O 00 O N < OO N <
™~ - = = = NN AN ™ =~ = = = N NN
Escala de grises
Escala de grises
NAI NNaf
2000 3000
1500 E 2000
1000 @
[}
500 H = 1000 ‘
0 T — 0 ‘ T ——
“RYEXgRIEEINT “RY¥EERIEEINT
™ e~ = = N NN ™ = = = N NN
Escala de grises Escala de grises
NCiclo
3000
®
S 2000
w
c
% 1000
- 0 \H‘HHHHHHHH “““““““““““““““““
o B e B e T e O o AR R e R B e TR e A e e O o |
N < OO0 O N < O O N <
™ - - = = N NN

Escala de grises

81



VI. ANOVA DE UN FACTOR PARA LA DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE
MEJORIA DE CONTRASTE POR ULTRASONIDO, DE LOS SISTEMAS PREPARADOS
EN LA VERSATILIDAD DEL METODO.

Promedio de Valor
Origen de las Suma de Grados de los critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad F
Entre grupos 231.2977487 3 77.09924956 126.7906 4.39401E-07 4.06618055
Dentro de los grupos  4.864665532 8 0.608083191

Total 236.1624142 11

Nivel de confianza del 95%

VIl. PRUEBA DE TUKEY PARA LA DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE MEJORIA
DE CONTRASTE POR ULTRASONIDO, DE LOS SISTEMAS PREPARADOS EN LA
VERSATILIDAD DEL METODO.

Diferencia de cuadrados entre grupos

NAI vs NE 11.0414

HSD 2.03947823 NAI vs NNaf 3.0471

qa 4.53 NAI vs NCiclo 4.6265
Ce”rfg:"r‘:: d?:' 0.60808319 NE vs NNaf 8.8943
. 5 NE vs NCiclo 7.3149

NNaf vs NCiclo 1.5793

Nivel de confianza del 95%
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