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RESUMEN

El farmaco 2(N-(2-hidroxifenil-2)-propilpentanamida) disefiado in silico es un
farmaco que muestra propiedades fisioldgicas contra el cancer de mama triple
negativo [1]. Sin embargo su baja solubilidad en agua disminuye su eficacia
terapéutica. Como alternativa a esta problematica se usaron micelas poliméricas
de copolimeros tribloque poli 6xido de etileno - poli oxido de propileno - poli 6xido
de etileno (PEO,-PPO,-PEO,; a=20, b=65 (P123); a=100, b=65 (F127)) que
ayudan a aumentar la solubilidad del farmaco en agua y por tanto mejora la

biodistribucién en el organismo.

En este trabajo se caracterizaron las propiedades fisicoquimicas de los complejos
formados entre la micela polimérica y el farmaco (F127+VPA-F, P123+VPA-F). Se
evalu6 el aumento de la solubilidad en agua del VPA-F con las micelas
poliméricas, logrando aumentarla 17 veces con micelas de P123 y 12 veces en
micelas de F127. Después se estudio la estabilidad de los sistemas con respecto a
la temperatura determinando el diametro hidrodinamico (DH), encontrando
tamanos de alrededor de 30 nm para las micelas cargadas con farmaco, estables
a temperaturas entre 22°C-60°C en ambos casos. La morfologia de los agregados
se confirmd mediante Microscopia electronica de Barrido (SEM) y Microscopia
electronica de Transmision (TEM). La interaccion micela-farmaco se estudio
mediante Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC), encontrando que la entalpia
de agregacion (AHagg) disminuye por la presencia del VPA-F. Por ultimo se
determinaron los perfiles de liberacion in vitro donde ambos sistemas se ajustaron
al modelo farmacocinético de Weibull, indicando que el farmaco libera de manera
sostenida. Con los resultados obtenidos se concluye que las micelas poliméricas
aumentan la solubilidad del VPA-F formando agregados estables. Ambos
sistemas poseen propiedades fisicoquimicas similares, capaces de albergar y
liberar el VPA-F.




Introduccién

El carcinoma de mama constituye la primera causa de muerte por cancer en las
mujeres, es un problema creciente de salud publica donde las células de la mama
se multiplican sin control. El cancer es el resultado de las mutaciones, o cambios
andmalos, en los genes que regulan el crecimiento de las células. Normalmente,
las células del cuerpo se renuevan mediante un proceso especifico llamado
crecimiento celular: las células nuevas y sanas ocupan el lugar de las células
viejas que mueren. Pero con el paso del tiempo, las mutaciones pueden “activar”
ciertos genes y “desactivar” otros en una célula. La célula modificada adquiere la
capacidad de dividirse sin ningun tipo de control u orden, por lo que produce mas
células iguales y genera un tumor. [1]

Las alteraciones epigenéticas estan asociadas con el cancer, por lo cual el
desarrollo de nuevos farmacos anticancerigenos ha incrementado rapidamente en
los ultimos afos. Entre los farmacos epigenéticos actuales estan los inhibidores de
la histona deacetilasa (HDAC), los cuales inducen cambios en la expresidén génica
que pueden conducir a la muerte celular en los tumores. El acido valproico (VPA)
es un inhibidor de HDAC que tiene actividad antitumoral. Sin embargo se sabe que
el VPA es un farmaco hepatotéxico. Por lo tanto se ha disefiado un conjunto de
derivados de VPA afadiendo el nucleo arilamida del acido hidroxamico
suberoilanilida (SAHA) con diferentes sustituyentes en su grupo carboxilo, el
compuesto 2(N-(2-hidroxifenil-2)-propilpentanamida) (VPA-F) es un ejemplo de
farmacos disefiados via computacional que muestran propiedades bioldgicas
contra el cancer humano dificil de tratar como el cancer de mama triple negativo
(leva su nombre por la ausencia de expresion de receptores de estrégenos,
progesterona y Her2-Neu) . Este tipo de compuestos por lo general tiene una baja
solubilidad en agua disminuyendo su biodisponibilidad en el cuerpo. [2]

Las micelas de copolimeros de bloques, son sistemas de escala nanometrica con
capacidad de transporte de farmacos. Tienen varias ventajas, tales como la
liberacion controlada del farmaco, la capacidad de penetracién del tejido y una
reducida toxicidad tal como el sindrome mano-pie (efecto secundario de algunos
tratamientos para el cancer generando enrojecimiento, hinchazén y dolor en las
palmas de las manos y/o las plantas de los pies), y la reaccion de
hipersensibilidad. Por lo tanto, las micelas poliméricas son sistemas portadores de
farmacos basados en nanotecnologia que pueden ejercer la actividad de potentes
componentes bioactivos de forma dirigida, garantizando su eficacia y seguridad en
el uso clinico. [3], [4]




Se han estudiado micelas formadas por copolimeros de tribloque, poli éxido de
etileno (PEO) — poli 6xido de propileno (PPO) — poli 6xido de etileno (PEO),
(PEO,-PPOy-PEQO,). Las cuales tienen la capacidad de auto ensamblarse en
soluciones acuosas a concentraciones por arriba de su CMC, formando
agregados multimoleculares con morfologias esféricas (micelas).

El nucleo hidrofobico de tales agregados sirve como un microambiente para la
incorporacion de compuestos lipofilos, mientras que la corona hidrofilica mantiene
la estabilidad de dispersion de los agregados. Por lo tanto, la incorporacion no
covalente de los farmacos en el nucleo PPO hidréfobo de las micelas, da como
resultado un aumento en la solubilidad del farmaco y en el tiempo de circulacion.

[4]

Este proyecto muestra el estudio del aumento de solubilidad del compuesto 2(N-
(2-hidroxifenil-2)-propilpentanamida) con actividad anticancerigena, utilizando
micelas poliméricas de copolimeros tribloque, Pluronic (F-127) y (P-123) los cuales
son biocompatibles y econdémicos, ademas de ser ampliamente utilizados como
nano acarreadores de compuestos hidrofobicos.




1 Antecedentes

1.1.Farmaco: 2(N-(2-hidroxifenil-2)-propilpentanamida) (VPA-F)

El VPA-F es un sistema cristalino, sintetizado satisfactoriamente con un
rendimiento del 85% por cloraciéon de acido valproico (VPA) con cloruro de oxalilo
para formar cloruro de 2-propilpentanoilo (A) y posterior amidacion con 2-
aminofenol (Figura 1). Cuya férmula condensada es Cq4H21NO2 con una masa
molar de 235.32 g/mol. (Figura 2). La solubilidad en agua que presenta este
farmaco es de 0.4 mg/mL (determinada en este trabajo). [2]. Es una propiedad
intrinseca, puede cambiarse modificando quimicamente a la molécula, depende
de las propiedades fisicas y quimicas del soluto y del disolvente, temperatura,
presion, y del grado de subdivisién del material. [5]

2(N-{2-hidroxifenil-2}-propilpentanamida)

0]
1 2
VPA

A 2

Figura 1. Sintesis del compuesto diana 2. Inicialmente, el VPA reaccioné con cloruro de oxalilo
para formar un grupo amida afnadiendo el o-aminofenol. Reactivos y condiciones: (1) cloruro de
oxalilo y (2) 0-aminofenol. [2]

RE
Q (0]
OH
R2
H 0/ \(\/\/\)'L
R‘]

Figura 2. Disefio de los derivados de VPA-arilo (centro) mezclando acido valproico (VPA, izquierda)
con el nucleo de arilamina del acido hidroxamico suberoilanilida (SAHA) con diferentes sustituyentes
(derecha). [2]
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1.2Estado actual, logros y perspectivas futuras de las micelas
poliméricas para administracion de farmacos.

Las micelas muestran diversas caracteristicas de interés como: tamano de
particula, estabilidad térmica, capacidad de carga y cinética de liberacién de
farmacos, pueden ser moduladas por las estructuras y propiedades fisicoquimicas
de los copolimeros de bloques constituyentes. [4]

Un ejemplo del uso y las caracteristicas de las micelas poliméricas se ilustra en la
Figura 3. En la que se muestra cémo diferentes compuestos pueden ser
albergados en el centro hidrofébico. El centro se forma debido al caracter anfifilico
de los copolimeros que se ensamblan espontaneamente en micelas poliméricas
tanto en medios acuosos como organicos. Las micelas poliméricas tienen una
estructura nucleo-envoltura que sirve como nano-acarreador de farmacos
hidréfobos, esta rodeada por una capa exterior del bloque hidrofilico del polimeros
tales como poli (etilenglicol) (PEG). [4]

Capa exterior hidrofilica Micela, depdsito de farmacos -+
compuesta de polimeros Incorporacion estable de una gran
entrelazados. variedad de farmacos

=Excelente biodompatibilida Liberacion de farmace sencible a
Sencible a estimulos -

-’ o~ _1estimulos

2 Farmaco DNA
Interaccion hidrofobica y \40 1 prowem: -y
ntro ccicnde g os
Interaccion electrostatica >) [unraot:a,'es a ,;mp
Formacion de complejos cg \6 superficie de la miecel

Copolimeros metalicos < > V - Capacidad de
de bloques 50~100nm carga

-+ Alta capacidad de extravasacion y penetracion en
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Figura 3. Micelas poliméricas como nano acarreadores inteligentes para la administracion de
farmacos y genes. [4]




1.3Importancia biolégica de las micelas poliméricas

1.3.1 Biodistribucion

El objetivo principal de usar micelas poliméricas como vehiculo de farmacos es
regular la liberacion del farmaco en el organismo con el objetivo de mejorar la
eficacia terapéutica, por lo que es muy importante la adecuada incorporacién de
farmacos para lograr una prolongada circulacion sanguinea de las micelas. Los
portadores poliméricos son entregados al sitio blanco a través del torrente
sanguineo donde el proceso de extravasacion se considera generalmente lento.
Sin embargo, hay varios obstaculos para la larga circulacién de los portadores
poliméricos, que incluyen la excrecién glomerular por el rifidn y el reconocimiento
por el sistema reticuloendotelial (RES) localizado en el higado, el bazo y el
pulmon.

Por otra parte, el reconocimiento de RES puede ser evitable disefiando portadores
poliméricos que tengan un tamafo menor de 200 nm, asi como una excelente
biocompatibilidad. [4]

Las micelas poliméricas se caracterizan por un tamafio micelar entre 20-30 nm.
Los copolimeros de bloques constituyentes son excretados en la orina debido a
que su masa molar es inferior al umbral de filtracidon glomerular, lo que sugiere
que las micelas poliméricas tienen un bajo riesgo de acumulacion cronica en el
cuerpo. [4]

El beneficio de las propiedades farmacocinéticas que se derivan de la
encapsulacion de farmacos en micelas poliméricas es doble. En primer lugar,
evitando la eliminacién prematura y el aclaramiento, se consigue un apreciable
aumento en el tiempo de circulacion del farmaco en la sangre. En segundo lugar,
junto con la entrega precisa de farmacos a los tejidos diana, la dosis administrada
puede reducirse; evitando asi toxicidad en 6rganos no especificos (por ejemplo
cardiotoxicidad inducida por doxorrubicina) asociadas con la alta exposicion a
agentes citotoxicos. [6]
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1.3.2 Acumulacion en tumores solidos

En cuanto a la actividad antitumoral, las micelas poliméricas pueden encapsular
una elevada cantidad de farmacos incluyendo farmacos muy hidréfobos, la
liberacion del farmaco se lleva a cabo de una manera sostenida o especifica del
sitio. Se ha demostrado que los sistemas poliméricos nano acarreadores de
circulacion larga pueden acumular preferencial y efectivamente en tumores
soélidos. Este fendmeno se explica por la hiperpermeabilidad micro vascular a las
macromoléculas circulantes y se denomina el efecto "permeabilidad y retencién
mejoradas". [4]

1.3.3 Estabilidad Micelar

Para que una micela sea termodinamicamente estable cuanto mayor sea la
concentracion de copolimero, menor sera la temperatura requerida para alcanzar
la formacion de micelas.

La corona de las micelas poliméricas se compone de la porcion hidréfila del
copolimero la cual actua como una interface de estabilizacidon entre el nucleo de la
micela y el medio externo, el bloque de formacion de la corona es poli (6xido de
etileno), solido cristalino no iénico y soluble en agua cuya funciéon es aumentar la
biocompatibilidad y mejorar la estabilidad coloidal, efecto conocido como
estabilizacion estérica (limita la interaccion con otras micelas) lo cual conduce a la
agregacion. [7]

1.3.4 Tamainio y Distribucién de micelas poliméricas

El tamafio y su distribucion son propiedades importantes de las micelas
poliméricas. El tamafo de una micela polimérica depende de varios factores
incluyendo la masa molar del copolimero, la proporcidon relativa o longitud de
bloques hidréfobos e hidroéfilos, la capacidad de carga de farmaco (concentracion)
y parametros ambientales tales como la temperatura y el numero de agregacion
de micelas. [8]

Las distribuciones de gran tamafo, que a menudo surgen de la auto-agregacion
de micelas individuales en solucién, son un problema comun para muchos
sistemas micelares polimericos, tipicamente se encuentran en el intervalo de
tamano de 20-200 nm, y son lo suficientemente grandes para evitar la eliminacién
prematura mediante filtracibn glomerular en los rifiones, pero son o
suficientemente pequenas para entrar en los vasos sanguineos, y para aumentar




la permeacion y retencion (EPR), efecto de acumulacion pasiva en los tejidos
tumorales.

A nivel celular, el pequefio tamafo de las micelas cargadas de farmaco no sélo
facilita la captacién, sino que también proporciona una via alternativa de
internalizacion a través de la via endosomal, para eludir los mecanismos de reflujo
de farmacos asociados con la multi- resistencia a los farmacos (MDR). [4]

Por ejemplo, las particulas de menos de 200 nm tienden a acumular en el higado,
mientras que los agregados mayores que 7 pm tienen la tendencia a ser
fisicamente atrapados en los pulmones. Por lo que mejorar la estabilidad micelar,
a través de la estabilizacion del bloque de PEO, puede ayudar a prevenir la auto-
agregacion de micelas, que es impulsada por la interaccion hidrofébica entre los
nucleos de micelas individuales. La figura 4 ilustra la acumulacién pasiva de
micelas de copolimeros cargadas de farmaco en los tejidos tumorales mediante el
efecto EPR. [6]

Vaso linfatico

Micelas
cargadas de
farmaco

Receptor

Figura 4. Micelas poliméricas cargadas con farmaco en tejidos tumorales.




El esquema muestra como las micelas poliméricas evaden efectivamente
mecanismos de depuracion innata, lo que da como resultado un tiempo
prolongado de circulacion sanguinea (a) ; estas micelas son de tamano
nanomeétrico, tipicamente alrededor de 20-200 nm de diametro, extravasan
eficientemente a través de la evacuacion del tumor, donde las uniones de la
abertura endotelial varian entre 400-600 nm (b) ; el drenaje linfatico deteriorado
ocurre en los tejidos tumorales (c); (d) se mantiene una alta concentracidon
intersticial de micelas cargadas de farmaco en el tumor; se efectua la
internalizacion no especifica (e) o (f) especifica mediada por receptor de micelas
cargadas de farmaco. [6]

1.3.5 Efecto de la temperatura

El efecto de la temperatura sobre la formacién de micelas de PEO-PPO-PEO ha
sido reportado por varios investigadores. Un aumento de la temperatura produce
una reduccion de hidratacion del grupo hidrofilico. Este efecto es aquel que
produce el punto de turbidez de los tensoactivos no-ionicos y por lo tanto tiende a
favorecer la micelizacion, es decir producir micelas a menor concentracion (la
CMC disminuye). [7]

1.4 Copolimeros Tribloque

El copolimero de bloques comercializados bajo la marca Pluronic, consiste en
bloques de 6xido de etileno (EO) y 6xido de propileno (PO) dispuestos en una
estructura EOx-POy-EOx basica (a menudo abreviada como PEO-PPO-PEOQ). Son
compuestos no idnicos comercialmente disponibles como agentes tensoactivos.
[7]. Son relativamente hidréfobos, el poli (6xido de etileno) (PEO) es la parte
estructural empleada mas frecuentemente para el componente hidrofilico de los
copolimeros de bloques debido a su alta solubilidad y baja toxicidad en ambientes
acuosos. Forman una envoltura acuosa alrededor del nucleo cargado de farmaco
hidroéfobo, proporciona capacidades de estabilizacidon estérica y de proteccion de
carga para prevenir la adsorcion no especifica de proteinas de suero y / o
complemento y anticuerpos, un proceso comunmente conocido como
opsonizaciéon, que de otra manera podria predisponer a particulas extranas a la
rapida eliminacion de macréfagos y / o células endoteliales del sistema
reticuloendotelial (RES) en el higado, el bazo y la médula ésea . [6]




1.4.1 Sintesis, nomenclatura y propiedades fisicas de los copolimeros de
bloque

Los copolimeros de tribloque PEO-PPO-PEO se sintetizan mediante la adiciéon
secuencial de primer 6xido de propileno (PO) y después oxido de etileno (EO) a un
propilenglicol soluble en agua de masa molar pequefia. Las etapas de
oxialquilacion se llevan a cabo en presencia de un catalizador alcalino,
generalmente hidroxido sodico o potasico. El catalizador se neutraliza y se retira
del producto final. [7]

Las ecuaciones que representan los dos pasos en la sintesis de los copolimeros
PEO-PPO-PEO se muestran en la Figura 5. Asi, se puede generalizar la
estructura de los copolimeros tribloque en la formula general PEO-PPO-PEO en la
cual x y y varian dependiendo la masa molar del copolimero, Figura 5. [8]

Adicidn de PO para farmar el blogue intermedio PPO
HO-CH-CH;-OH + (m-1}CH4-CH-CH; —
I A
CH4 [w]

HO[-CH-CH,-O-] ,H
|
CH,

Adicidn de EQ para formar el blogue lateral PEO
HO[-CH-CH-0-];H + {2n)CHz-CH, ==
S
CH, 0
HO[-CH5-CH5-0-)[-CH-CH5- 0], [-CHo-CH5-0-] H
{:Hq

Figura 5. Ecuaciones representativas de la sintesis de copolimeros de tribloque
PEO-PPO-PEO. [9]
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1.4.2 Pluronic F-127 (Descripcion)

El F-127 (figura 6), es un poliol tensoactivo no idnico (masa molar
aproximadamente de 12,500 g/mol), se ha observado que facilita la solubilizacién
de compuestos no solubles en agua y en medios fisioldgicos.

Sinénimo: Poloxamero
INCI: Poloxamer 407
Formula molecular: HO (C2H40)4(C3HgO),(C2H40)H

Caracteristicas fisicas: Polvo céreo, micro perlas céreas, 0 copos céreos, blancos
o casi blancos.

Solubilidad: Muy soluble en agua y etanol al 96 por ciento, practicamente insoluble
petréleo ligero (50-70°C).

Punto de fusién: aprox. 50°C.
Valor de pH: 4-8

Conservacion: En envases bien cerrados. Proteger de la luz.

CHa
0 O
H 0 OH
&5

100 100

Figura 6. Estructura quimica general del copolimero de bloque pluronic (F127).
[10]
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1.4.3 Pluronic P-123 (Descripcion)

El copolimero tribloque simétrico PEO-PPO-PEO (Pluronic P123) se constituye de
poli (6xido de etileno) (PEO) y poli (6xido de propileno) (PPO), (figura 7). La
caracteristica unica del bloque PPO es que muestra hidrofobicidad a temperaturas
por encima de 288 K y solubilidad en agua a temperaturas por debajo de 288 K lo
que conduce a la formacién de micelas. Se utiliza en limpiadores de superficies
duras y blandas, antiespumantes en revestimientos, se utiliza en la preparacion y
el revestimiento de nano particulas, es un material activo cuyas propiedades
dependen de la relacion hidréfila (EO)/hidréfoba (PO), un alto contenido de
bloques EO da mejores estabilizadores de O/W.

Férmula molecular: HO (CH2,CH20)20-(CH2CH(CH3)O)70-(CH2CH20)20-OH.
Forma: Pasta

Olor: suave a poliol

Color: ligeramente lechoso, turbio

Masa molar: 5800 g/mol

Valor de pH: 5-7.5

Punto de solidificacion: aprox. 32°C

Solubilidad en agua: soluble

HLB: 7-9

Densidad: 1.018 g/mol a 25°C

CH3
D_\_\_J:r ___.-'L.\_\_ :_'__.-' |:|
n Pl H

Figura 7. Estructura quimica del copolimero de bloque pluronic (P-123). [11]
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1.5 Liberaciéon de Farmacos
El mecanismo por el cual se da la liberacion del farmaco es influenciado por
diversos factores como el material del nano transportador (composicion, estructura
y degradabilidad), el medio en el cual se da la liberacidon (fuerza idnica,
temperatura) y el tipo de farmaco (hidrofobicidad, estabilidad e interaccion con la
matriz)

La membrana que contiene el farmaco debe ser permeable, permitiendo asi la
liberacidon del farmaco desde su interior, esta liberacidon se da principalmente por
difusion y por ende es controlada por las diferencias de concentracion del farmaco
entre el nano transportador y el medio. [12]

El método para la determinacion de la velocidad de liberacion realizada en este
trabajo se basa en una técnica de dialisis en la cual el farmaco encapsulado en
las micelas poliméricas se coloca en una bolsa de dialisis elaborada con una
membrana especial o material de celofan. La bolsa se coloca en un vaso de
precipitado de boca ancha que contiene un volumen conocido de agua destilada y
la concentracion del farmaco fuera de la bolsa se mide en funcion del tiempo.

1.5.2 Modelos de Cinética de Liberacion de Farmacos

La seleccion de un modelo adecuado para analizar los datos de liberacion es
esencial, no solo para la evaluacion cuantitativa de las caracteristicas de liberacion
del farmaco, sino también para la comparacién de los perfiles de disoluciéon de
ambos polimeros que se estudiaron en este trabajo (P123 Y F127) .

Las micelas poliméricas funcionan como sistemas de liberacién de farmacos, por
lo que es importante conocer el mecanismo por el cual se lleva a cabo la liberacion
de farmacos, actualmente existen diversos modelos que expresan por medio de
ecuaciones matematicas la relacion entre la fraccion liberada de farmaco (%) con
respecto al tiempo, dichos modelos cinéticos explican el funcionamiento de los
sistemas de estudio con el calculo de los parametros correspondientes.

Modelo de Korsmeyer-Peppas

Korsmeyer et al (1938) derivd una relacion simple que describia la liberacion del
farmaco a partir de un sistema polimérico. Para descubrir el mecanismo de
liberacion del farmaco, los primeros datos de liberacion (60%) se ajustan en el
modelo de Korsmeyer-Peppas, Ec. (1).

F=FO+kkp . t" Ec. (1)
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Donde, F es la fraccion (%) del farmaco liberado en el tiempo t. FO es la fraccion
inicial del farmaco en la solucion resultante de una liberacién de estallido y kxp es
la constante de liberacion que incorpora caracteristicas estructurales vy
geométricas de la forma de dosificacion de farmaco; n es el exponente difusional
que indica el mecanismo de liberacion del farmaco como se indica en la Tabla 1.

Valor del exponente de Liberacion (n) Mecanismo de transporte de farmaco
0.5 Difusion de Fick
n<0.1 Transporte no Fickiano o anémalo
Transporte caso Il (transporte desde
n=1 una matriz hinchable)
Existe una liberacion por la presencia
n<0.5 de poros, acompafada de liberacién
por hinchamiento.

Tabla 1. Mecanismos de transporte de Farmaco. [13]

Modelo de Weibull

El modelo Weibull es mas util para comparar los perfiles de liberacion de la
administracién de farmacos de tipo matriz. La ecuacion (2) representa el modelo.

B
F=Fmax [1- e %] Ec. (2)

En donde, Fmax es la fraccion maxima del farmaco liberado a tiempo infinito a es
el parametro de escala que define la escala de tiempo del proceso; B es el
parametro de forma que caracteriza la curva como exponencial (3 = 1, caso 1),
sigmoide, en forma de S, con curvatura ascendente seguida de un punto de
inflexion (B> 1, caso 2), o parabdlica, con una mayor Pendiente inicial y después
de eso consistente con el exponencial (B <1, caso 3).

Modelo de Logistic
Representado por la ecuacion (3)

e +Blog(t)

F=Fmax e Flos®

Ec. (3)
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Donde Fmax es la fraccidon maxima del farmaco liberado a tiempo infinito. a es el
factor de escala en el modelo logistico y B es el factor de forma.

Modelo Gompertz

El perfil de liberacion in vitro se describe a menudo por un modelo exponencial
conocido como modelo de Gompertz expresado por la ecuacion (4).

F=Fmax.e-¢¢ 79  Ec (4)

Dénde, Fmax es la fraccion maxima del farmaco liberado a tiempo infinito. a es el
factor de escala en los modelos Gompertz , B es el factor de forma

Nota: Este modelo denota un aumento abrupto al inicio y converge lentamente a
la liberacion maxima asintotica.

Modelo de Probit
Representado por la ecuacién 5.
F=Fmax . ® [a+B. log (t)] Ec. (5)
En la cual, Fmax es la fraccién maxima del farmaco liberado a tiempo infinito. @ es

la distribucion normal estandar; a es el factor de escala en el modelo Probit; B es
el factor de forma. [13] , [30].

Calculo de la eficiencia de encapsulacion (% EE)

El porcentaje de encapsulacion para cada uno de los polimeros tribloque fue
calculado mediante la siguiente ecuacion.

mC
%EE = (—) X100
me

Donde m, corresponde a la masa (mg) del farmaco (VPA-F) encapsulado, y m, es
la masa (mg) del VPA-F que se disolvié en las soluciones poliméricas al 0.5%,1%
y 5%. [14]
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1.6 Técnicas instrumentales de caracterizacion de sistemas micelares.

1.6.1 Dispersion dinamica de la luz (DLS)

Dispersion dinamica de luz (Dinamic Light Scatering, DLS) también conocida como
espectroscopia de foton correlacion, mide el movimiento Browniano (colisiones
inducidas entre las particulas en suspension y las particulas del disolvente) y lo
relaciona con el tamafio de la particula. Dicha técnica es utilizada para la
caracterizacion de tamano de particula de proteinas, polimeros y dispersiones
coloidales y la distribucion de tamafnos de moléculas y particulas tipicamente de la
region nanométrica hasta micrométrica. [15]

Esto se hace mediante la iluminacién con laser de las particulas que se
encuentran suspendidas en un liquido y el analisis de las fluctuaciones de la
intensidad de luz dispersada produce la velocidad del movimiento browniano y por
lo tanto el tamano de particula En la practica, las particulas suspendidas en un
liquido nunca son estacionarias, se encuentran en constante movimiento
Browniano. Una caracteristica de dicho movimiento para DLS es que las particulas
pequefias se mueven rapidamente y las particulas grandes lentamente. [16]

Las distribuciones de tamafo se obtienen en graficos respecto a tres parametros
de distribucion (intensidad, volumen y numero).

La distribucién obtenida mediante un grafico de intensidad esta relacionada con la
luz dispersada por las particulas y se traduce en la obtencién de diversas clases
de tamafo. Un grafico expresado en términos de volumen se vera reflejado en el
area del pico, es decir el area del pico sera mayor para particulas de tamafio mas
grande y un grafico expresado en numero mostrara los resultados de un numero
de distribucion con dos picos del mismo tamafo (el numero de particulas es el
mismo). [7]
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Figura 8. Las graficas muestran un ejemplo de los resultados que se
obtienen por la técnica de DLS en tres distintos parametros (niumero, volumen e
intensidad). [7]

La tecnologia dinamica de difusion de luz de Malvern Instruments ofrece las
siguientes ventajas:

Analisis preciso, confiable y repetible del tamano de particula en uno o dos
minutos. El tamafo medio sdlo requiere conocimiento de la viscosidad del liquido.
Se pueden medir directamente muestras diluidas, concentradas y turbias. [16].

1.6.2 Técnicas para detectar la CMT

La temperatura micelar critica CMT, nos indica la dependencia de la formacion de
micelas poliméricas con la temperatura, puede ser determinada con experimentos
de calorimetria diferencial de barrido. En dichos experimentos, la apariciéon de un
pico endotérmico en el potenciograma, indica que el proceso de micelizacién de
los copolimeros de PEO,-PPO,-PEO, en el agua estd impulsado por una
disminucién de la polaridad de los segmentos 6xido de etileno (OE) y 6xido de
propileno (OP). [17]
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1.6.2.1 Calorimetria Diferencial de Barrido para Liquidos

La calorimetria diferencial de barrido, o DSC , es una técnica experimental
dinamica que nos permite determinar la cantidad de calor que absorbe o libera una
sustancia, cuando es mantenida a temperatura constante, durante un tiempo
determinado, o cuando es calentada o enfriada a velocidad constante, en un
determinado intervalo de temperaturas. Tiene un elevado grado de sensibilidad y
rapida velocidad de analisis.

En la técnica experimental de Calorimetria Diferencial de Barrido se dispone de
dos celdas, una de ellas contiene la muestra a analizar y la otra esta generalmente
vacia y es la llamada celda de referencia. Se usan calefactores diferentes para
cada celda y mediante un sistema de control se puede saber si se producen
diferencias de temperatura entre la muestra y la referencia, de ser asi los
calefactores corrigen la temperatura a manera que se mantenga igual en ambas
celdas, en otras palabras cuando tiene lugar un proceso exotérmico o
endotérmico, el instrumento compensa la energia necesaria para mantener la
misma temperatura en ambas celdas.

En general todas las transformaciones o reacciones donde se produce un cambio
de energia, pueden medirse por DSC. [18]

Entre las diversas utilidades de la técnica de DSC podemos destacar lo siguiente:

Estudia sistemas moleculares, cuyas estructuras estan estabilizadas por
numerosas fuerzas débiles y, por consiguiente, susceptibles a experimentar
transiciones conformacionales y/o cambios de fase al calentar o enfriar en un
intervalo de temperatura experimentalmente entre -20°C a 130°C. Siendo una
técnica adecuada para  caracterizar termodinamicamente  sistemas
macromoleculares, biopolimeros y complejos. [17]

En general hay tres tipos de informacion que se pueden obtener a partir del DSC:
1.-La capacidad calorifica parcial absoluta del compuesto de interés.

2.- Los parametros termodinamicos globales estudiados en este trabajo (los
cambios de entalpia (AH), y la capacidad calorifica (ACp) asociados a la transicion
inducida por la temperatura.
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Capacidad calorifica (Cp): La capacidad calorifica es una propiedad que indica la
capacidad de un material de absorber calor de su entorno, y puede expresarse
como:

Donde dQ es la energia necesaria para producir un cambio dT en la temperatura.
Normalmente la capacidad calorifica se expresa asi (J/mol-K; cal/mol-K). [19]

Entalpia (AH): Entalpia de transicidn: es la cantidad de energia absorbida para que
tenga lugar el cambio de fase. El valor de la entalpia calorimétrica para la
transicion de fase se determina integrando el area bajo el pico de la transicion.

En un proceso el signo de la variacion de la entalpia nos indica si AH<0 el
proceso es exotérmico, si AH>0 el proceso es endotérmico. Las areas de los
termogramas se transforman en entalpias calorimétricas. [7], [20]

Temperatura media de Transicion (Tm)

Es la temperatura media del cambio de fase: corresponde a la temperatura en la
que se alcanza el valor maximo de Cp (cantidad de calor (por gramo o por mol)
requerido para elevar la T de la muestra 1°C. temperatura a la cual el 50% del
copolimero se encuentra en forma de mondémeros y el 50% restante ha formado
micelas poliméricas. [7], [20]
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1.6.3 Microscopia Electronica de Barrido

El area de la Microscopia electronica incluye basicamente dos tipos de
microscopios electronicos (Figura 9 y 10): El Microscopio Electronico de Barrido
(MEB) y el Microscopio Electronico de Transmision (MET). [21]

1.6.3.1 Fundamento

El Microscopio Electrénico de Barrido convencional (MEB) es un instrumento cuyo
funcionamiento se basa en el barrido de la superficie de una muestra, por medio
de un haz de electrones cuyo diametro es disminuido (entre 4nm y 200 nm).

Después de que el haz de electrones interacciona con la muestra, se generan
varios tipos de sefales, las cuales son colectadas por un detector especifico para
cada una de ellas. Finalmente se produce una imagen en el monitor que puede ser
almacenada en una placa fotografica o digitalmente. [22]

Se necesita una maquina con tres componentes: (1) la columna del microscopio,
incluyendo el cafidn de electrones en la parte superior, (2) la columna, por la que
se desplaza el haz de electrones, y (3) la camara de la muestra en la base. [22]

Figura 9. Microscopio Electrénico de Barrido multifuncional JEOL JSM-
5900-LV, resolucion: 0.3 nm (SEI) HV / 0.5nm (BEI) LV, amplificacion: 18x -
300000x. [22]

20

——
| —



1.6.3.2 Preparacién de muestras

Los requisitos principales son que la muestra no contenga contaminantes como
aceite, polvo, alumina o volatiles; que sea resistente al alto vacio y al haz de
electrones; que esté libre de agua; que sea conductor y que tenga buena
capacidad para producir electrones secundarios.

Las muestras biologicas, minerales, ceramicos, etc., no son conductoras y
requieren una cubierta de material conductor (<10 nm). Para no tener problema de
traslape de picos en EDS, el carbén (sin Au u otro metal) es el material
frecuentemente empleado, que se aplica por medio de una evaporadora de
metales, asi se elimina la carga y posibles errores en el analisis. [21]

1.6.3.3 Procesamiento de muestras para su observacién en el MEB

A. Limpieza de la superficie por observar. En algunos casos es necesario
realizar una limpieza con ultrasonido, sumergiendo la pieza por limpiar en
alcohol, acetona o algun otro solvente organico para eliminar las sustancia
contaminantes.

B. La muestra no debe contener agua por lo que la eliminacién del agua no
debe modificar la morfologia original de la muestra, para lo cual, en caso de
muestras bioldgicas, es necesario realizar previamente un tratamiento de
fijacion, deshidratacion y secado. Este ultimo puede realizarse por
sublimacién o usando la técnica de secado a punto critico.

C. La muestra debe ser conductora. Cuando no sucede esto, es necesario
recubrirlo con algun material conductor como Ag, Al, Au, Pd-Au, C, etc.,
debido a que cuando el haz de electrones irradia la muestra, algunos
electrones como los secundarios son emitidos o retro dispersados, pero el
resto de los irradiados son absorbidos por la muestra, si este no es
conductor, se cargara eléctricamente, 1o que ocasionara problemas en su
observacion. [21]
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Seleccion del material conductor

Al seleccionar el material conductor para recubrir una muestra no conductora,
deben tenerse en cuenta caracteristicas como: que sea un buen emisor de
electrones secundarios, que sea un buen conductor, que forme una capa uniforme
en la superficie de la muestra y que no tenga un tamafio de grano demasiado
grande que pueda interferir con la observacién de su detalle.

Sin embargo, un solo material no reune todas las cualidades, por esta razén a
veces es necesario utilizar una mezcla, ej. C-Au. Las ventajas y desventajas de los
materiales con los que se recubren las muestras se encuentran resumidas en la
Tabla 2.

Material Ventaja Desventaja
Ag Alto coeficiente de Tamaro de grano grande
emision de e~
secundarios
Au Buen conductor Tiende a acumularse y formar aglomerados.
No crea una cubierta uniforme
C Forma una capa uniforme Es semiconductor
sobre el espécimen
Al Alta conductividad igual Tamanfo de grano grande
que el oro
Au-Pd Tiene menor tendencia a Forma aleaciones con la canastilla de
acumularse tungsteno de la evaporadora
C-Au Juntos forman una capa No es recomendable para microanalisis por
uniforme y conductora posible traslape con picos del Au

Tabla 2. Ventajas y desventajas de materiales comunmente utilizados para
recubrir muestras no conductoras.

La plata tiene un alto coeficiente de emision de electrones secundarios y es una
de las mejores sustancias para observar los contornos de la superficie.

El oro posee también un alto coeficiente de emision de electrones secundarios, y
es facilmente evaporado desde la canastilla de tungsteno, pero tiene la tendencia
a crear aglomerados durante el recubrimiento, por lo que, para formar una capa
uniforme sobre la superficie del espécimen, es necesario formar una cubierta
bastante gruesa de oro para asegurar que se forme una pelicula continua. [21]
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1.6.4 Microscopia electrénica de transmision

Un microscopio electronico de transmision (TEM) es una herramienta analitica que
permite la visualizacion y analisis de muestras en el ambito del micro espacio
(1 micrén / 1uym = 10-6m) a (1 nanémetro / nm = 10-9m), Figura 10.

Las partes del microscopio son: pistola de electrones, columna de electrones,
sistema de lentes electromagnéticas detectores, sistema de enfriamiento de agua,
camara de muestras / muestras, panel de control principal y controles operativos y
captura de imagen. [22]

El TEM revela niveles de detalle y complejidad inaccesibles por la microscopia de
luz porque utiliza un haz enfocado de electrones de alta energia. Permite un
examen microestructural detallado mediante imagenes de alta resolucién y alta
magnificacion. Se utiliza para producir imagenes de una muestra iluminandola con
electrones (es decir, el haz de electrones) dentro de un alto vacio y detectando los
electrones que se transmiten a través de la muestra. [22]

Figura 10. Microscopio electronico de Transmisiéon multifuncional JEOL JEM-
2010, resolucion: 0.14nm, amplificaciéon: 3000 — 1500k. [22]




2. HIPOTESIS

Se sabe que los copolimeros tribloque PEO,-PPO,-PEO, en solucion acuosa,
forman micelas poliméricas cuyo centro es capaz de albergar compuestos
hidrofébicos. EI VPA-F, es un compuesto hidrofébico con actividad
anticancerigena y baja solubilidad en agua. Por lo anterior, se plantearon las
siguientes hipotesis:

A) Si mezclamos el VPA-F en una solucion polimérica de PEO,-PPO,-PEQ,,
entonces el VPA-F se albergara en el centro hidrofébicoklkO aumentando su
solubilidad en agua y modificando el DH, AHaq4 de la micela polimérica.

B) Si se logran formar las micelas cargadas con VPA-F, al diluirlas en un
medio acuoso las micelas tendran a disgregarse y permitiran liberar el
farmaco.
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3. OBJETIVO GENERAL

Analizar fisicoquimicamente la formacion de agregados moleculares entre los
polimeros tribloque P123 y F127 con el farmaco 2(N-(2-hidroxifenil-2)-
propilpentanamida) (VPA-F), que permitan el aumento de la solubilidad en agua
del VPA-F compuesto con actividad anti cancerigena.

3.1

OBJETIVOS PARTICULARES

Mejorar la solubilidad el VPA-F en agua utilizando micelas poliméricas.
Calcular la solubilidad maxima del VPA-F en soluciones poliméricas de
P123 y F127, asi como el % de encapsulacion eficaz.

Determinar compuestos de degradacién en los sistemas estudiados
mediante HPLC.

Conocer la dependencia del radio hidrodinamico de P123 y F127 con la
temperatura en presencia y ausencia de VPA-F.

Determinar los parametros termodinamicos AHayg, ¥ Tm por calorimetria
diferencial de barrido de los sistemas.

Estudiar el perfil de liberacién farmacocinético de los sistemas (P123+VPA-
F)y (F127+VPA-F).

Determinar la morfologia de los sistemas estudiados mediante Microscopia
Electronica de Barrido y Transmision.
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4 Materiales y Reactivos

Todos los productos quimicos y disolventes se utilizaron tal como se recibieron.

4.1 Materiales y Equipo

» Espectrofotometro marca Cary-Bio50 Varian/Agilent

= HPLC (Agilent Technologies modelo 1260 infinity)

» Nanosizer ZS ZEN (3600) (Malvern Instruments, USA).

= VP-DSC Microcal (Northmpton, MA, USA).

= Microscopio Electronico de Barrido multifuncional JEOL JSM-5900-LV,
resolucién: 0.3 nm (SEI) HV / 0.5nm (BEI)LV , amplificacidén: 18x -300000x

= Microscopio electronico de Transmision multifuncional JEOL JEM-2010,
resolucion: 0.14nm, amplificacion: 3000 — 1500k

= Spectra/por Dialisys Membrane (MWCO:12-14000) Lot # 3554013

» Balanza Analitica OHAUS modelo AV264C

» Parrilla de Calentamiento Cole Parmer modelo

» Desionizador de Agua Millipore

» Sornicador Cole Parmer modelo 8892

= Vasos de precipitados de 50 ml,1000mI

» Tubos de Centrifuga, Falcén 50 mli

= Tubos eppendorf de 2mi

= Matraz de 50 ml

» Piseta

= Termometro

» Espatula cromo-niquel

» Filtros Millipore Millex-GV, Hydrophilic PVDF con un tamafo de poro de
0.22uM
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4.2 Reactivos

Copolimeros de Tribloque P-123 y F127 comprados en Sigma-Aldrich, se
usaron tal como se recibieron, sin purificacion adicional.

El compuesto 2(N-(2-hidroxifenil-2-propilpentanamida), se obtuvo mediante
extraccion con hexano destilado y el sdélido formado se filtré y se lavd con
hexano, proporcionado por el Laboratorio de Modelado Molecular y Disefio
de Farmacos de la Escuela Superior de Medicina, IPN, México.

Alcohol Etilico Absoluto Anhidro usado como disolvente a diferentes
proporciones Etanol/Agua.

Acetona 99% pureza, Distribuidora Quimica ALVI

Diclorometano 99.98% pureza, Marca J.T. Baker

DMSO 99.5% pureza GC marca SIGMA Life Science

El agua utilizada para la preparacion de todas las soluciones en esta Tesis
fue obtenida de un equipo de destilacion Millipore, RiOs-DI y pasada a
través de un equipo de desionizacion Millipore, Simplicity.

Buffer de Fosfatos pH:7.4
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5 Metodologia

5.1 Caracterizacion Fisicoquimica del farmaco

5.1.1 Espectro UV-Visible de 2(N-(2hidroxifenil-2-propilpentanamida)
Para obtener el espectro de absorcidn se utilizé un espectrofotometro marca Cary-
Bio50 Varian/Agilent. Se prepard una solucion de VPA-F con H,O desionizada y
se dejo en agitacidon por 24 h a 25 °C. Se pesaron 0.0055g del compuesto VPA-F
+ 7 ml deH,0.

5.1.2 Solubilidad en diferentes disolventes
Para las pruebas de solubilidad se emplearon soluciones de aproximadamente
0.0050g de compuesto y poco mas de 1 mL de los diferentes disolventes. Las
soluciones se conservaron en viales de vidrio perfectamente selladas y se
colocaron en una parrilla de agitacion durante 72 h. Transcurrido ese tiempo se
observé que el compuesto disolvid unicamente en Acetona y Alcohol.

5.1.3 Elaboracion de una Curva Patron

Se utilizd una mezcla de etanol/H,O (1:10) para disolver 55.8 mg de VPA-F
obteniendo una solucion estandar. El espectro de las soluciones mantiene los dos
picos de absorbancia a 240 y 280 nm, como se muestra en la Figura 13.

La cuantificacion de farmaco se llevd a cabo por espectrofotometria UV/Visible a
una A=280 nm. La curva se realiz6 por triplicado y el promedio de las absorbancias
se muestra en la Tabla 6.

5.1.4 Solubilidad Intrinseca
Para determinar la solubilidad intrinseca del farmaco en agua, se pesO una
pequefia cantidad de farmaco y se adicion6é 7 mL de H,O, la solucion se mantuvo
en agitacion por 48 h, el experimento se realizo por triplicado. Transcurrido el
tiempo se filtro el farmaco no disuelto y se cuantifico la cantidad disuelta por
espectroscopia UV-visible, obteniéndose un valor de 0.400 mg/mL.

Después se evaluo la capacidad de los polimeros P123 y F127 para aumentar la
solubilidad del farmaco a tres concentraciones diferentes 0.5, 1.0, 5.0 % m/m
en agua.
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5.2 Caracterizacién Fisicoquimica de micelas con y sin farmaco

5.2.1 Preparacion de las soluciones Poliméricas.

Se prepararon soluciones acuosas con los copolimeros P123 y F127 a tres
diferentes concentraciones: 0.5% m/m, 1.0% m/m y 5% m/m. Para preparar las
soluciones se utilizdé una balanza analitica de la marca Ohaus, modelo Adventure
Pro AV264C. Las soluciones fueron puestas bajo agitacion magnética durante 24
h a 25°C, de esta manera nos aseguramos que se encontrara disuelto
completamente.

5.2.2 Preparacion de soluciones poliméricas con VPA-F.

Una vez obtenida la solucion polimérica se peso cierta cantidad de VPA-F que fue
adicionada a las soluciones. Posteriormente se mantuvo en agitacion durante 48 h
a temperatura ambiente, transcurrido el tiempo se filtraron para eliminar el exceso
de farmaco. Se utilizaron Filtros Millipore Millex-GV, Hydrophilic PVDF con un
tamano de poro de 0.22 uM.

La determinacion de la concentracion de VPA-F en las soluciones se cuantificd
mediante espectrofotometria UV-visible y comparando con una curva patron.

5.3 Analisis de Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia

La deteccion de compuestos de degradacion en las diferentes soluciones
utilizadas: F127+H,0O, P123+H,0, VPA-F+H,O, P123+ VPA-F, F127+VPA-F vy
solucion HyO+etanol se analizaron mediante un sistema de HPLC (Agilent
Technologies modelo 1260 infinity). Utilizando una columna de fase reversa
(Zorbax SB C18 de 150x4.6mm 0.5 uym) a 37.5°C, la fase movil consistio en
Acetonitrilo: H,O desionizada (60%:40% (V/V)) filtrada a través de membranas de
Nylon 0.45 ym (HNWP04700), con una velocidad de flujo a 1mL/min, la longitud de
onda de deteccidn se monitorizé a 254nm en un detector por arreglo de diodos
(G1315¢c, 1260 DAD VLT). Las muestras fueron preparadas con agua
desionizada, filtradas por acrodiscos Millex PVDF de 0.45 ym y colocadas en
viales de 2 mL (viales de bajo actinio) y el volumen de inyeccion fue de 10 uL. Los
datos cromatograficos fueron analizados por el software OpenLab EZ Chrom
Version A.01.03. El tiempo de retencidn para el 2(N-(2hidroxifenil-2)-
propilpentanamida) fue de 4.5 min.
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5.4 Determinacién de tamano de particula por Dispersiéon Dinamica de Luz
(DLS)

La medicidén de los diametros hidrodinamicos (DH) de las particulas formadas en
las diferentes soluciones (Tabla 3) se llevd a cabo mediante dispersiéon dinamica,
se utilizd un equipo Nanosizer ZS ZEN (3600) (Malvern Instruments, USA).
Usando como materiales estandar ambos copolimeros, F127 cuyo indice de
refraccidn es 1.466 y su indice de absorcién de luz es 0.010, y P123 su indice de
refraccion es de 1.460 y su indice de absorciéon de luz es de 0.010; como
dispersante se us6 H,0O. En cada sistema la concentracion de los polimeros fue de
0.5% m/m con y sin farmaco.

Soluciones Poliméricas
1) P123+H,0
2) P123+VPA-F (35 mg)
3) F127+H,0
4) F127+VPA-F (35.7 mg)

Tabla 3. Soluciones poliméricas con y sin farmaco utilizadas para la
determinacion del Diametro hidrodinamico.

Para el analisis de tamafo de particula y evitando fendmenos de dispersion
multiple se filtré cada solucién utilizando filtros Millipore Millex-GV, Hydrophilic
PVDF con un tamano de poro de 0.22 uM, con el fin de evitar el paso de particulas
ajenas a la composicion que pudiesen alterar los resultados. Posteriormente se
colocod 1 mL de cada solucion en una celda de cuarzo para su lectura.

Se realizé un barrido de temperaturas de 5°C hasta 60°C cada 5°C, antes de
llevar a cabo las mediciones, las soluciones fueron termostatizadas (equilibradas
en temperatura) durante 10 min utilizando un bafo de hielo-agua para
temperaturas de (5, 10 y 15°C) y de 20°C en adelante se uso6 parrilla de
calentamiento. Para cada medicion se realizaron 3 corridas de 13 repeticiones
cada una.

5.5 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

La determinacion de los parametros termodinamicos (AHagg, CMT, T), para las
soluciones poliméricas con y sin VPA-F, se utilizé la calorimetria diferencial de
barrido con un equipo VP-DSC Microcal (Northmpton, MA, USA). La temperatura
inicial fue de 5°C, la temperatura final fue 60°C, la velocidad de calentamiento fue
60°C h'y el tiempo de termo estabilizacién fue de 15 min. Las soluciones fueron
previamente desgasificadas durante 15 min en un equipo de vacio Thermo Vac
(Sample Degassing and Termostatic).
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Las disoluciones se inyectaron dentro de la celda utilizando una jeringa de vidrio
limpia y seca de 0.5 mL Hamilton (Malvern, USA), una vez llenadas las celdas con
las disoluciones se sellé6 herméticamente con el tapon presurizador.

Antes de llevar a cabo las mediciones de las soluciones se realizdé un barrido de
agua contra agua para generar la linea base.

5.6 Liberacion del Farmaco (VPA-F)

El estudio de liberacién se realizé por triplicado en solucion PBS con pH 7.4 a
37°C con agitacidbn magnética constante. Se colocaron 2 mL de cada sistema
F127+VPA-F concentracion del polimero (10.38 mg/ml), concentracion del farmaco
(0.01286 mg/ml) y P123+VPA-F concentracién del polimero (10.57 mg/ml),
concentracion del farmaco (0.1381 mg/ml) en las membranas Spectra/por Dialisys
Membrane (MWCO: 12-14000), en 100 mL de medio.

Para determinar la cantidad de farmaco liberado fueron tomadas muestras de 50
mL por 96 h (15,30, 45, 68, 101,131, 164.197, 283,338, 393,453, 513,373, 693,
1468,2173, 2893 y 3578 min) con reposicion de volumen de 50 mL a cada
muestreo. La cuantificacion del VPA-F se realizé por espectroscopia UV a longitud
de onda de 280 nm. Los datos fueron analizados mediante el macro DDSolver 1.0
para Excel, posteriormente se analizé el modelo de liberacion mas adecuado para
los sistemas de estudio. Para seleccionar el modelo mas adecuado se tomo el
coeficiente de correlaciéon (R?) mas cercano a 1.
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5.7 Microscopia electrénica de Barrido

El esquema 1, muestra de manera general la preparacion de las muestras de los
sistemas P123 + H,0, F127 + H,0, P123+VPA-F, F127+VPA-F.

MUESTRA
a) sistema F127
b) sistema P123
c) sistema F127+ VPA-F
d) sistema P123+VPA-F

No sélido (incluido en
liquido) —Secado al aire a
temperatura ambiente.

-

Muestra No conductora

\/

Recubrimiento
Oro
Oro-Grafito

Observacion en vacio Ultra
Alto

Esquema 1. Preparacion de muestras para ser vistas por Microscopia Electronica

de Barrido.

4.7 Microscopia electronica de Transmision

El esquema 2, muestra de manera general la preparacion de las muestras de los

sistemas P123 + H,0, F127 + H,0, P123+VPA-F, F127+VPA-F.

MUESTRA
a) sistema F127

No sdlido (incluido en
liquido)—Secado al aire a

Muestra No Conductora

b) sistema P123 > |
c) sistema F127+ VPA-F temperatura ambiente
d) sistema P123+VPA-F
Recubrimiento con Oro S Observacion en vacio Ultra

Alto

Esquema 2. Preparacion de muestras para ser vistas por Microscopia Electronica

de Transmision.
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6 Resultados y Discusion

6.1 Caracterizacioén Fisicoquimica del VPA-F

6.1.2 Espectro UV-Visible de 2(N-(2hidroxifenil)-2-propilpentanamida)

El espectro de UV-visible para una solucion de VPA-F en agua, se muestra en la,
Figura 1, se observan dos picos uno a A=240 nm y otro a A=280 nm. Los cuales
ayudaron a la caracterizacion y posterior construccion de la curva patron, tomando
como referencia el pico a 280 nm.

Figura 11. Espectro de absorcién en UV-visible para 2(N-(2hidroxifenil)-2-
propilpentanamida) en H,0.
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6.1.3 Solubilidad en diferentes disolventes

Se realizé una prueba de solubilidad del VPA-F en diferentes disolventes, Tabla 4,
para identificar los disolventes que podrian ser utilizados como cosolventes en la
curva de calibracion. Siendo el etanol el elegido por su baja toxicidad y rapida
solubilizacion del compuesto.

DISOLVENTE ACETONA ALCOHOL DICLOROMETANO AGUA DMSO
Observacion No disuelve disolvio No disolvio No No
completamente | completamente disolvié disolvié

mg de VPA-F

agregados 0.0070 0.0049 0.0052 0.0065 0.0053

mL de
Disolvente 1.0208 1.5241 1.1064 1.3321 1.1252
agregados

Tabla 4. Prueba de solubilidad en distintos disolventes.

Los datos sobre las observaciones fisicas del estudio de solubilidad del compuesto
frente a diferentes disolventes fueron de gran utilidad para una rapida y facil
caracterizacion.

Independientemente de las causas de la disolucion del compuesto que se
investiga, se observd que hay una disolucién que cuando 0.0049 mg de farmaco y
1.5 mL de disolvente (etanol) se mezclan forman una disolucion transparente sin
precipitado a temperatura ambiente.

6.1.4 Relacion H,O-Etanol y elaboracion de la curva patron

Se determind el espectro UV-visible del VPA-F en una solucién de etanol (Figura
13) en la cual se nota que los picos de absorbancia se desplazan a la derecha con
respecto a los encontrados en las solucion de VPA-F en H,0. Por lo que se busco
una relacion de etanol/H,O que tuviera la menor cantidad de etanol sin que
modifique el pico de 280 nm presente en el espectro en H,0O. Los resultados se
muestran en la Tabla 5, la cual describe el comportamiento encontrado en las
diferentes relaciones etanol/H;0.
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Relacion Agua / Etanol Descripcion
55.8 mg (VPA-F) + 1 ml de agua Se observa una solucioén color blanco.
desionizada
2 ml de agua desionizada : 2 ml Se observa una solucion blanca y aparece la
de etanol formacion de cristales.

3 ml de agua : 2 ml de etanol Se observa una solucion blanca y turbia

5 ml de agua : 5 ml de etanol La solucion se observa translucida

1 ml de agua : 1 ml de etanol Se observa una solucion turbia amarillenta

Tabla 5. Observaciones de aumento de la cantidad de etanol a una solucién de
VPA-F en agua.

Como se observa la relacion 5 mL agua : 5 mL de etanol da como resultado una
solucioén translucida. A partir de esa relacidon se busco reducir la cantidad de etanol
hasta lograr una relacion 1:10 que no modifica el espectro de absorbancia de 280
nm en el espectro, como se muestra en la Figura 13. a partir de esa relacion se
realizo la curva de calibracion.

Figura 12. Espectro de absorcién en UV-visible para 2(N-(2hidroxifenil)-2-
propilpentanamida) en etanol/H20 1:10.
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Figura 13. Espectro de absorcion en UV-visible para (VPA-F) en diferentes
disolventes.

Concentracion (mg/mL) Promedio de las absorbancias
0.00692 0.116 + 0.008
0.0139 0.207 £ 0.011
0.02085 0.305 + 0.015
0.0278 0.401 +0.019
0.03475 0.496 + 0.030
0.0417 0.609 + 0.055
0.04865 0.694 + 0.043

Tabla 6.Resultados de absorbancias promedio para la obtencion de la curva
patron.

La curva patrén se realizé por triplicado con 8 concentraciones diferentes, las
cuales se muestran en la Tabla 6. Todas las soluciones fueron leidas a 280 nm y
el promedio de las absorbancias se muestra en la Tabla 6. Con los resultados se
construyo la grafica de ABS vs concentracidén de VPA-F (Figura 15), a la cual se le
ajusta la ecuacion de una linea recta (Abs=14.087x+0.0129). Con la ecuacion
obtenida es posbile el caculo de la concentracion de VPA-F.
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Curva Patrén (Absorvancia VS
Concentracion)

0.8 y =14.087x +0.0129
.g ) R2=0.9996
c
8 0.6 == Curva Patrdn
§ 0.4

0.2 ——Lineal (Curva

Patron)
0
0 0.02 0.04 0.06

Concentracién (mg/ml)

Figura 14. Curva de calibracion para 2(N-(2hidroxifenil)-2-propilpentanamida).

6.1.5 Solubilidad Intrinseca y solubilidad en soluciones poliméricas de
P123+H20 y F127+H20

La solubilidad intrinseca del farmaco en agua determinada en este trabajo, fue de
0.400 mg/mL. Asimismo se evalud la capacidad para aumentar la solubilidad del
VPA-F de los polimeros P123 y F127. Los resultados se resumen en la Tabla 7,
donde se muestran las cantidades que se lograron solubilizar en diferentes
cantidades de polimeros, asi como el porcentaje de encapsulaciéon eficaz (EE%).
Claramente se observa que la adicion de los polimeros mejora considerablemente
la cantidad de farmaco en las soluciones acuosas, siendo el polimero P123 el que
en todos los casos, mostrd la mejor capacidad de solubilizacién. En las soluciones
con P123 se logré solubilizar la mayor cantidad de VPA-F, con un mejor EE%.
Para las soluciones de 0.5 % m/m las cantidades de farmaco reportadas son las
maximas, mientras que para 1 % m/my 5 % m/m son las cantidades afiadidas de
farmaco debido a la poca disponibilidad del mismo.
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Concentracion Concentracion Concentracion
maxima EE% maxima EE% maxima EE%
solubilizada al solubilizada al solubilizada al
0.5% m/m 1% m/m 5% m/m

PLURONIC F127

217mg/ml [ 94.63% | 3.63mg/ml [97.88% | 4.85mg/ml | 97.00%

PLURONIC P123

2.99mg/ml [ 96.20% | 7.14mg/ml [ 98.98% | 5.67mg/ml | 98.67%

Tabla 7. Cantidades maximas solubilizadas a diferentes concentraciones (0.5%,
1% y 5%) y porcentaje de Encapsulacion Eficaz (EE%).

Teniendo los datos de cantidad solubilizada por las diferentes soluciones, se
puede calcular el factor de solubilidad (numero de veces que se aumenta la
solubilidad intrinseca) los cuales se muestran en la Figura 15. Como se muestra
en la figura las soluciones de P123 tiene un factor mas alto con respecto al
encontrado para F127 a la misma concentracion. Me manera general, el polimero
P123 es el que aumenta mayor numero de veces la solubilidad del farmaco en
agua. Concluyendo que el polimero P123 es mejor para solubilizar VPA-F.

1785 - Agua
© e B
2 18- __ 47 1213 W P123 (0.5%)
g 16 W P123 (1%)
(1] ] 0,
S 14 P123 (5%)
g 1 F127 (0.5%)
S
3 | . WF127 (1%)
8 10 - 74
s | B F127 (5%)
e 8 - : _TF127 (5%)
< 6 1 T F127 (1%)
£ s _F127 (0.5%)
3 4 17 P123 (5%)
g ey P123 (1%)
5 27 0 P123 (0.5%)
5 0+ M Agua
1
Concentraciéon (mg/ml)

Figura 15. Factor de aumento de Solubilidad para las diferentes concentraciones
de los polimeros P123 y F127.
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6.2 HPLC (Andlisis de Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia)

Aplicando la cromatografia de liquidos (HPLC) se pudo observar en cada uno
de los cromatogramas, tanto el farmaco (VPA-F) como los polimeros de
tribloque (P123 y F127), no contienen compuestos de degradacion que
alterasen la formacién de micelas poliméricas.

La técnica de HPLC se utilizé para verificar la posible formacion de metabolitos
de degradacién o contaminacién; en la metodologia empleada para la
solubilizacion del VPA-F (Figura 16-22).

La Figura 16, muestra el cromatograma del disolvente utilizado para la
elaboracién de la curva patron del VPA-F. No se muestra ningun tipo de pico
cromatografico, indicando que no hay contaminantes presentes en el
disolvente. El mismo procedimiento se llevé a cabo con los sistemas P123 +
H,O y F127 + H,O (Figuras 17 y 18). En ninguna de las figuras anteriores se
muestra pico cromatografico indicando que no hay contaminantes en las
soluciones poliméricas. En cada uno de los cromatogramas, tanto el farmaco
(VPA-F) como los copolimeros de bloque (P123 y F127) no contienen
compuestos de degradacion que alterasen la formacion de micelas poliméricas
0 que degradaran al farmaco

Figura 16. Cromatograma de la solucion (etanol: H,O)
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Time: 4.24088 Minutes - Amplitude: -0.0171881 mAU
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Figura 17. Cromatograma para P123 + H,0.

Time: 5.47212 Minutes - Amplitude: -0.264168 mAU
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i 75
5 5
5 5
0 0
-5 -5
0.0 0.5 1.0 15 20 25 30 5 40 45 50 55 8.0 8.5 70

Minutas

Figura 18. Cromatrograma para F127 + H,0O
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Al analizar una solucién de etanol+ VPA-F se observa un pico a los 4.5 min
correspondiente a la presencia de farmaco [24], Figura 19. Este pico se conserva
en las soluciones P123+VPA-F y F123+ VPA-F, como se muestra en las Figuras
20y 21.

Time: 6.686845 Minutes - Amplitude: 0.0810352 mAU

80 80
&0 &0
40 40
% 20 20 %
0 = 1 0
-20 .::; -20
0.5 10 1.5 20 25 30 35 4.0 45 50 5.5 6.0 6.5
Minutes.
Figura 19. Cromatograma de VPA-F + etanol.
Time: 6.68845 Minutes - Amplitude: 0.0810352 mAL
20 20
60 rea Percant 60
40 40
% 20 20 %
0 — 1 0
20 .:_ 20
0.5 0 5 0 25 0 a5 40 45 50 55 8.0 8.5
Minutes

Figura 20. Cromatograma P123 + VPA-F
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200 200
175 e
150 : 150
125 125
100 100
% 75 % %
5 50
25 ? 25
2 % S
0.5 1.0 1.5 20 25 3.0 3.5 4.0 45 5.0 5.5 6.0 8.5 .0
Minutes

Figura 21. Cromatograma F127 + VPA-F

Con esta técnica corroboramos que la manera de preparacion de las muestras no
esta contaminada o exista algun tipo de degradacion del farmaco durante el
proceso de elaboracion.
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6.3 Resultados de Tamano de Particula

Se obtuvieron los Diametros Hidrodinamicos (DH) de los agregados poliméricos
con y sin farmaco a diferentes temperaturas de (5°C- 60°C), con ello se puede
observar la variacién de tamafos y formacion de un agregado homogéneo que se
asigna a la estructura de la Micela.

6.3.1 Sistema P123+H,0

Las Figuras 22 a, b, c y d son un ejemplo de los graficos de distribucion de tamafo
de particula obtenidos mediante DLS que corresponden al sistema P123+H,0
0.5% m/m. Se reportan los resultados obtenidos por intensidad con la que se
presento la distribucién de los 3 tamanos a temperaturas bajas de 5°C, 10°C,
15°Cy 20°C.
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Figura 22. (a) Distribucion de los tamafios de particula para el sistema
P123 + H,O a T=5°C
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Distribuciones de tamario VS Intensidad
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Figura 22. (b) Distribucion de los tamafos de particula para el sistema
P123 + H,O a T=10°C

Distribuciones de tamario VS Intensidad
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Figura 22. (c) Distribucion de los tamanos de particula para el sistema
P123 + H,O a T=15°
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Distribuciones de tamafio VS Intensidad
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Registro 103: P123+AGUA 1 Registro 104 P123+AGUA 2 Registro 105 P123+AGUA 3

Figura 22. (d) Distribucion de los tamafios de particula para el sistema
P123 + H,O a T=20°C

En las Figura 22 (a), (b) y (c) se puede observar que existe mas de una poblacion
presente a bajas temperaturas, los picos son de diferente tamafio por lo que
tenemos diferentes poblaciones poco estables (ya que se observa
polidispersidad) especialmente en (a) y (b), la cual disminuye con el aumento de
temperatura (Tabla 8). La Figura 22 (d), muestra una poblacién estable a una
temperatura de 20°C, temperatura a la cual se inicia la formaciéon de micelas de
acuerdo con lo obtenido en la Calorimetria. A temperaturas mayores a 20°C se
observa una poblacion con un tamafio homogéneo alrededor de 33 nm asociado al
tamano de la micela polimérica, Figura 23 (e, f, gy h).
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Distribuciones de tamario VS Intensidad
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Figura 23. (e) Distribucion de los tamafios de particula para el sistema
P123 + H,O a T=35°C

Distribuciones de tamanio VS Intensidad
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Figura 23. (f) Distribucion de los tamanos de particula para el sistema
P123 + H,O a T=45°C
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Distribuciones de tamario VS Intensidad
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Figura 23. (g) Distribucion de los tamafos de particula para el sistema
P123 + H,O a T=55°C

Distribuciones de tamario VS Intensidad

Intensidad (porcentaje)

Tamafio (nm)

Registro 79: P123+AGUA 1 Registro 80: P123+AGUA 2 Registro 81: P123+AGUA 3

Figura 23. (h) Distribucion de los tamafios de particula para el sistema
P123 + H,O a T=60°C

47

——
| —



TAMANO 1 (nm) TAMANO 2 (nm) TAMANO3 (nm)

Tamaiho Tamano Tamano
Promedio/Desviacion Promedio/Desviacion Promedio/Desviacion

Promedio Promedio Promedio
2918 010 00
3118 010 00
3319 00 00
3319 010 00
3519 00 00
37111 010 00
4316 00 00
38128 10791527 010
2318 00 00
120144 00 00

2201128 5+1 5071+£559

23778 511 17162170

Tabla 8. Diametros Hidrodinamicos (DH) obtenidos para el sistema P123+H,0
mediante la técnica de Dispersion Dinamica de Luz (DLS) durante el barrido de
temperaturas (60°C — 5°C).

La Tabla 8 nos muestra el promedio de cada poblacion obtenida para el
experimento de P123+H,0, como se puede observar a temperaturas mayores de
25°C existe un tamafio homogéneo que se adjudica a la micela polimérica, sin
embargo en el intervalo de temperatura de (40°C-55°C) no existe variacion
significativa en los tamafos. Una representacion visual se muestra en la
(Figura 24), la cual se dividi6 en zonas para distinguir la dependencia de las
poblaciones con respecto a la temperatura. En la zona | claramente se observan
diferentes poblaciones de las cuales cabe resaltar el tamafio encontrado a 5 nm el
cual se asocia a los mondmeros del P123, de acuerdo a lo reportado con la
técnica de DLS el diametro encontrado de tamafios es de 2 a 20 nm, el equipo
usado fue un Zetasizer Nano-ZS 4800, Malvern Instruments, Reino Unido a una
temperatura de 25°C. [23]

La zona Il presenta uniformidad de tamafio a partir de los 25°C en adelante.
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Figura 24. (DH) del sistema P123+H,0 sin farmaco encontrados durante el barrido
de temperatura (5°C-60°C), se divide en dos zonas respecto a la homogeneidad
de los tamafos encontrados.
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Sistema P123+VPA-F

El resumen de los datos obtenidos de los (DH) para este sistema se resumen en la
Tabla 9. El comportamiento es muy similar que el observado para P123+ H,0, a
bajas temperaturas se observa una polidispersidad (Figura 25) y las poblaciones
se homogenizan con el aumento de temperatura a partir de 35°C, una temperatura
por arriba de la encontrada en el sistema P123+ H,O en el cual se observé a 20
°C. A temperaturas por arriba de los 35°C la poblacion es homogénea como se
observa en la Figura 26 (e, f, g y h). A partir de los 35°C el tamano permanece
homogéneo cercano a los 29 nm, como se puede observar en la figura 26 (e, f, g,

y h).
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Figura 25. (a) Distribucion de los tamafos de particula para el sistema
P123 + VPA-F a T=5°C
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Figura 25. (b) Distribucion de los tamafios de particula para el sistema
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P123 + VPA-F a T=10°C

Distribuciones de tamario VS Intensidad
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Figura 25. (c) Distribucion de los tamafos de particula para el sistema

P123 + VPA-F a T=15°C
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Distribuciones de tamario VS Intensidad
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Figura 25. (d) Distribucion de los tamanos de particula para el sistema
P123 + VPA-F a T=20°C

Distribuciones de tamario VS Intensidad
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Figura 26. (e) Distribucion de los tamanos de particula para el sistema
P123 + VPA-F a T=35°C
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Distribuciones de tamario VS Intensidad

— — (%]
= [ =

Intensidad (porcentaje)

[=]

10 100 1000 10000
Tamafio (nm)

[
—
=

Registro 52: P-123+FARM 45C 1 Registro 53: P-123+FARM 45C 2
Registro 54 P-123:FARM 45C 3

Figura 26. (f) Distribucion de los tamafos de particula para el sistema
P123 + VPA-F a T=45°C
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Figura 26. (g) Distribucion de los tamafios de particula para el sistema
P123 + VPA-F a T=55°C
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Distribuciones de tamafio VS Intensidad
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Figura 26. (h) Distribucion de los tamafos de particula para el sistema
P123 + VPA-F a T=60°C

TAMANO 1(nm) TAMANO 2 (nm) TAMANO3 (nm)

Tamaino Tamaino Tamaino
Promedio/Desviacion Promedio/Desviacion Promedio/Desviacion
Promedio Promedio Promedio
2818 - 00
2818 - 0+0
2919 - 0+0
2919 010 010
2818 5210+458 00
2618 46131819 010

26+8 2433%1136 1615£193

2718 6561197 611
7581246 3711 72
447%183 283+122 71
687+248 66120 71
4801201 287+110 71

Tabla 9. Diametros Hidrodinamicos (DH) obtenidos para el sistema P-123+ VPA-F
mediante la técnica de Dispersion Dinamica de Luz (DLS) durante el barrido de
temperaturas (60°C — 5°C).

Nota: La concentracion en este sistema de VPA-F es 0.69 mg/ml
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Los DH obtenidos para el sistema P123+VPA-F se presentan en la Tabla 9 y una
representacion visual la encontramos en la grafica de la Figura 27. Esta figura
representa las medidas de los (DH) y esta dividido en dos zonas, la primera zona
se encuentra en el intervalo que va desde los (5°C-40°C) y la segunda zona se
encuentra a partir de los (40°C-60°C), en este segundo intervalo se obtuvieron
tamafios de particula homogéneos, el tamafio mas abundate es de 28 nm (con un
porcentaje de abundancia del 98.9%) el cual se adjudica al tamafio de la micela
con farmaco. Observandose una reduccion del tamafio micelar con respecto al
valor de 33 nm encontrado en el sistema P123 + H;0. Indicando la interaccion
entre el copolimero y el VPA-F. En la literatura se reporta que el DH encontrado
para micelas con farmaco (P123+Farmaco) es de 38.9 nm (mayores al encontrado
en este trabajo) con una distribucion de tamafios de 24 a 84 nm, utilizando un
equipo de Zetasizer 3000SH, Malvern Instruments, Reino Unido a una temperatura
de 25°C. [23]
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Figura 27. (DH) del sistema P123+VPA-F encontrados durante el barrido de
temperatura de (5°C-60°C), se encuentra dividido en dos zonas de acuerdo a la
homogeneidad con respecto al tamano de los agregados.
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6.3.2 Sistema F127+H,0

El sistema F127+H,0 fue analizado de la misma manera que el anterior. La Figura
28 (a) y (b) son ejemplo de los graficos de distribucion de tamafo de particula a
bajas temperaturas.
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Figura 28. (a) Distribucion de los tamafios de particula para el sistema
F127 + H,OaT=5°C
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Figura 28. (b) Distribucion de los tamafios de particula para el sistema
F127 + H,O a T=20°C
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La Figura 28 (a) y (b) mostraron polidispersidad en la muestra, la cual se mantuvo
en el intervalo de temperaturas de (5°C-25°C). EI mismo comportamiento se
observo en los sistemas anteriormente descritos (Tabla 8 y 9), con el aumento de
la temperatura se homogeneiza esta polidispersidad obteniendo un tamano
promedio de (25 nm) en un intervalo de temperaturas de 30°C-60°C (Tabla 10).
Este valor corresponde a la micela polimérica de F127 y esta en concordancia con
los valores obtenidos por (Duo We, DH de 20 nm por la técnica de DLS usando un
Instrumento de Dispersion de luz laser ALV 5022 equipado con un laser He-Ne
cilindrico (10632.8 nm) a temperaturas de 20°C Y 40°C). [24]

Con los datos de la Tabla 10 fue posible construir la Figura 29 donde se dividié en
dos zonas. La zona | presenta mucha polidispersidad y zona Il, es una zona
homogénea como se vio anteriormente en el sistema P123+H,0. La Zona | se
encuentra dentro del intervalo de temperatura que va de (5°C-25°C) y presenta
diferentes distribuciones en cuanto al (DH), para estas temperaturas el tamafo
mas abundante corresponde alrededor de 7 nm (con un porcentaje de abundancia
de 67%). Al aumentar la temperatura pasamos a la zona |l dentro del intervalo de
temperatura de (30°C — 60°C) donde se encontré una homogeneidad en el tamano
del (DH) con un valor de 25 nm, conforme disminuye la temperatura también
disminuye el tamainio.

Comparando los dos sistemas P123+H,O y F127+H,O encontramos que entre
(25°C Y 30°C) ocurre la transicion del sistema polidisperso a un sistema
monodisperso, por lo que se observa la dependencia de los agregados con la
temperatura. Se encontré que el tamafio de las micelas de P123 (33 nm) fue mas
grande comparado con el tamafio de las micelas de F127 (25nm).
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TAMANO 1(nm) TAMANO 2 (nm) TAMANO3 (nm)
Tamano Tamano Tamano
Promedio/Desviacion Promedio/Desviacion Promedio/Desviacion
Promedio Promedio Promedio
2446 00 00
2516 00 00
2416 0x0 00
2517 0+0 00
2617 00 00
2517 00 00
2610 00 00

72 308%+143 3861243
72 5201381 1506£292
812 513+183 00
72 1641+666 00
8+3 439+187 0+0

Tabla 10. Diametros Hidrodinamicos (DH) obtenidos para el sistema F127+H,0
mediante la técnica de Dispersion Dinamica de Luz durante el barrido de
temperaturas (60°C — 5°C).
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Figura 29. (DH) del sistema F127+H,0 encontrados durante el barrido de
temperatura de (5°C-60°C), se divide en dos zonas de acuerdo a la
homogeneidad y polidispersidad con respecto al tamafio de los agregados.
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Sistema F127+VPA-F

El efecto sobre el DH de adicionar farmaco (VPA-F) al sistema F127+H,0 a
temperaturas de 5°C y 20°C se muestra en las Figura 30 (a) y (b), donde se
encontraron cuatro distribuciones a temperaturas menores a 20 °C, Tabla 11. La
Figura 30 (c) y (d), corresponden a las mediciones del sistema F127+VPA-F, a una
temperatura de 55°C y 60 °C, respectivamente, se observan una homogeneidad
en el tamano a dos distribuciones donde se vuelve mas notorio como va
incrementando el tamafio del segundo pico el cual se asocia a la formacién de
nuevos agregados.

Como se observa en la Tabla 11, este sistema presenta tres zonas, la zona |
presenta mucha polidispersidad de tamanos, en la zona Il el tamafo se
homogeneiza y en la zona |ll se observan dos pico, uno a 50nm (el mas
abundante) y otro a 300 nm los cuales se asocian a la disgregacion y
reorganizacion de los agregados poliméricos.

Distribuciones de tamario VS Intensidad
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Figura 30. (a) Distribucion de los tamafios de particula para el sistema
F127 + VPA-F a T=5°C
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Distribuciones de tamario VS Intensidad
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Figura 30. (b) Distribucion de los tamafios de particula para el sistema
F127+ VPA-F a T=20°C
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Figura 30. (c) Distribucién de los tamafios de particula para el sistema
F127+ VPA-F a T=55°C
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Distrnibuciones de tamafio VS Intensidad
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Figura 30. (d) Distribucion de los tamafios de particula para el sistema
F127+ VPA-F a T=60°C

Figura 31. Distribucion de los tamafios de particula para el sistema F127 + VPA-F
a diferentes temperaturas: (a) 5 °C, (b) 20 °C, (c) 55°C y (d) 60 °C.

TAMANO 1(nm) TAMANO 2(nm) TAMANO3 (nm)

Tamano Tamaio Tamano
Promedio/Desviacion Promedio/Desviaciéon Promedio/Desviacion
Promedio Promedio Promedio
3010 225186 00
35+15 231196 17901109
37x15 260x103 1728+161
3917 2941116 16961186
39%16 348811222 0x0
3614 010 010
44119 00 0x0
36126 1603+385 00
2217 43291958 00
87199 4199+988 00
9536 4879671 15734
191+131 175 4856+696

Tabla 11. Diametros Hidrodinamicos (DH) obtenidos para el sistema F127+VPA-F,
mediante la técnica de Dispersién Dinamica de Luz (DLS) durante el barrido de
temperaturas (5°C-60°C).
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Para este sistema también se realiz6 el grafico de DH contra temperatura, Figura
31, la cual muestra tres zonas, en la zona | se observa mucha polidispersidad en
un intervalo de temperatura de (5°C-25°C), no existe un tamafo abundante ,la
zona Il se encuentra en el intervalo de temperatura de ( 25°C- 40°C) aqui se
encuentra un solo tamafo entre 36 y 44 nm el cual se le adjudica a la micela
polimérica con farmaco; observando que aumenta el DH con respecto a la micela
sin farmaco es de un 80 %, y las medidas de los DH son muy similares. En la
zona lll aumenta la polidispersidad como se observd en la Figura 30 (c) y (d)
posiblemente por la agregacion de las micelas.

10000 o B Tamafio 1 Promedio | -
] ® Tamaro 2 Promedio| 3
A ® § § A Tamafio 3 Promedio
§ A A &
1000 .
] Zona | Zona i zona IlI ]

1 SRR
: IR E R

10 3

' a
100 + ?

0 10 20 30 40 50 60

Figura 31. (DH) del sistema F127+VPA-F encontrados durante el barrido de
temperatura de (5°C-60°C), se divide en tres zonas de acuerdo a la
homogeneidad y polidispersidad con respecto al tamafo de los agregados.
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El tamafio de las micelas cargadas con VPA-F es un parametro importante para el
efecto de permeabilidad y retencidn mejorada (EPR) y la salida del sistema
reticulo-endotelial. Se encontré que el tamafio medio de las micelas optimizadas
eran de 39 nm en la zona ll, la carga del farmaco podria ser responsable de la
expansion de tamafno de estas micelas, dicho valor concuerda con el tamano
encontrado por (Pooya Deghan por la técnica de TEM el DH encontrado fue de 40
nm, se utilizé un equipo de Malvern Zetasizer (Malvern Instruments Ltd., Reino
Unido, Microscopio Eléctronico de Transmision TEM a una temperatura de 25°C).
[25]
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6.4 Calorimetria Diferencial de Barrido

El objetivo principal de los experimentos de Calorimetria fue caracterizar el efecto
del VPA-F en la energética del proceso de formacion de micelas del P123 y F127.
Para el analisis de los sistemas con y sin farmaco se realizaron tres repeticiones.
Los potenciogramas obtenidos se muestran en las (Figuras 32 y 33). Conforme
aumenta la temperatura en cada una de las concentraciones se observo el pico
endotérmico caracteristico de los sistemas P123 + H,O y F127+ H,O. Para cada
sistema se obtuvieron los parametros de entalpia del proceso de formacién de
micelas (AHagg), la temperatura de micelizacion critica (CMT) mejor definida como
el inicio de la formacion de micelas [18], y la temperatura media de transicion (Tm)
como se puede observar en las Figuras 34 y 35, los datos se encuentran
resumidos en la Tabla 12. Las figuras muestran que los potenciogramas se
sobreponen, esto es un indicativo de la reversibilidad de dicho proceso.

Figura 32. Potenciogramas de los sistemas P123+H,0 y P123+VPA-F. La
concentracion de P123 es 0.5 % m/m
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Figura 33. Potenciogramas de los sistemas F127+H,O y F127+ VPA-F. La
concentracion de F127 es 0.5 % m/m

Figura 34. Determinacion de los parametros termodinamicos CMT y Tm para el
sistema P123+H,0. La concentracion de P123 es de 0.5% m/m
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Figura 35. Determinacion de los parametros termodinamicos CMT y Tm para el
sistema F127+H,0. La concentracién de F127 es de 0.5% m/m.

Los resultados obtenidos por la técnica de DLS nos indican que a bajas
temperaturas existe mucha polidispersidad de la muestra tanto para ambos
sistemas con y sin farmaco. El area bajo la curva del pico endotérmico del
potenciograma es la energia que se requiere para que los agregados poliméricos
de distintos tamafios se disgreguen y reorganicen formando un tamano
homogéneo después de la transicion, como se observo en los resultados de DLS,
los cuales corresponden a las micelas poliméricas. La CMT nos indica el inicio
del reacomodo de los agregados mientras que la Tm es la temperatura maxima de
transicion. [17]

Del area obtenida bajo la curva se calcula el (AH,gg) que corresponde a la energia
asociada a la ruptura de los agregados poliméricos (de diferentes tamafios) y la
formacion de agregados poliméricos (homogéneos) ambos procesos de manera
simultanea.
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En el experimento con el sistema P123+H,0O las trazas calorimétricas nos
muestran picos endotérmicos con sus respectivas Tm's y CMT’s. El AH,gg se
calculd normalizando la concentracion de las soluciones de P123+H,O vy
posteriormente integrando el Cp con respecto a la temperatura, se encontré un
AHagg = 417 £ 16.0 kd/mol, el cual concuerda con el reportado en la literatura
(AHagg=447 = 5 kd/mol) para el Pluronic P123 1% en solucion acuosa. [7]

Asi también para este experimento algunos autores muestran el valor promedio de
AHa44=436 + 16 KJ/mol del sistema P123+H0 a diferentes concentraciones, como
puede observarse la variacion de la concentracion no afecta en gran medida el
valor normalizado del AH.gg, valor congruente con el encontrado por Marcos
Benitez ( AHagq=442 *+ 32 kJ/mol) para el mismo sistema. [17]

En el caso del sistema F127+H,0 el valor encontrado para el AHgyq =374 = 3
kJ/mol, coincide con el que se encuentra reportado en la literatura donde el
AHagg=374 kd/mol. [26]
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Copolimeros + VPA-F

Cuando se anaden diferentes cantidades de VPA-F a los sistemas P123+H,0 y
F127+H,0, existen cambios significativos en los potenciogramas donde los
valores de la traza calorimétrica cambian (Figuras 36-41). Por ejemplo, para el
sistema P123+VPA-F se observé una disminucion en el AH de agregacion
(Figuras 36, 38 y 40) el valor obtenido es un AHagg= 201. + 11 kd/mol en una
solucién de P123 al 0.5%, el mismo efecto se ha observado en otros sistemas
donde el AHaqq disminuye en presencia de farmaco. [17]. Por otro lado la traza
calorimétrica correspondiente al sistema P123+VPA-F mostré un desplazamiento
de la CMT hacia la izquierda, ambos fendbmenos corroboran la fuerte interaccion
que existe entre el farmaco y el Pluronic P123.

Una posible explicacion es que con la presencia del farmaco aumenta la
contribuciéon hidrofébica en el sistema, lo que provoca la formacién de los
agregados a una menor temperatura recorriéndose la traza calorimétrica hacia la
izquierda y/o disminuyendo la energia que se requiere para llevar a cabo la
transicion. Otros autores han citado valores de entalpia de micelizacion para el
Pluronic P123+Farmaco al 1% con un AHyg=414 + 22 kJ/mol y para la
concentracion de 5% un AHagg= 435 + 12 kJ/mol con Econazol (farmaco
imidazolico topico) indicado para el tratamiento de candidiasis cutaneas .[7]

El sistema F127+VPA-F mostré un resultado diferente al esperado, el AHagy de
este sistema fue mayor (aumentdé a 518 + 9 kJ/mol, a una concentracion de
copolimero de 0.5 % m/m, Figura 37), en comparacion con el encontrado en la
literatura donde el valor del AHaqq €s de (307 £ 8 kd/mol ) para soluciones con una
concentracion del 1% y un AH,gq de (353 + 2) para concentraciones del 5%,
utilizando farmaco Econazol. [7]

Los resultados de los diferentes parametros obtenidos para los cuatro sistemas se
resumen en la Tabla 12. En la cual se ve la disminucion de AH.y4 para las
soluciones con P123 (0.5 % m/m) y un aumento para las soluciones con F127
(0.5% m/m) al anadir farmaco.

Si aumentamos la concentracion de copolimero al 1 % y 5 % m/m, encontramos
una disminucion en las AHagg para ambos casos (P123 y F127). La Figura 39y 41,
muestran la obtencién de la CMT y Tm para el caso de los sistemas F127+ VPA-F
a diferentes concentraciones.
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Figura 36. Sistema P123+VPA-F, la concentracién de P123 es de 0.5 % m/m.
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Figura 37. Sistema F127+VPA-F, la concentracion de F127 es de 0.5 % m/m.
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Figura 38. Sistema P123+VPA-F, la concentracién de P123 es de 1% m/m.
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Figura 39. Sistema F127+VPA-F, la concentracion de F127 es de 1% m/m
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Figura 40. Sistema P123+VPA-F, la concentracién de P123 es de 5% m/m.
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Figura 41. Sistema F127+VPA-F, la concentracion de F127 es de 5% m/m
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El resumen de los parametros calculados para todas las concentraciones (0.5, 1y
5% m/m) se encuentra en la Tabla 12. De manera general al agregar el farmaco
el AHaqg disminuye, excepto a una concentracion de copolimero del 0.5 % m/m
para el sistema con el polimero F127. La disminucion en el AHaqq confirma la
fuerte interaccion entre los componentes.

Sistemas Concentracién de | AH.gq/ KJ mol” T/K CMT/K
farmaco (mg/ml)
Concentracion 0.5% m/m
(P123+H20)
417 + 16 294.0 288.7
(F127+H20)
374 +£3 301.8 297.2
Concentracion 0.5% m/m
(P123+VPA-F)
2.99 201 + 11 299.5 293.5
(F127+VPA-F)
2.17 518+ 9 293.8 288.5
Concentracion 1% m/m
(P123+VPA-F) 304 .4
7.14 262 +6 279.8
(F127+VPA-F) 297.5
3.63 267 £3 287.7
Concentracion 5% m/m
(P123+VPA-F) 290.5
5.67 3323 283.9
(F127+VPA-F) 294.3
4.85 256 +3 288.7

Tabla 12. Parametros termodinamicos para los diferentes sistemas (P123 y F127)
con farmaco a diferentes concentraciones de polimero y farmaco.
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6.5Liberacion del VPA-F.

La Figura 42, muestra los perfiles de liberacion obtenidos de las soluciones
poliméricas con farmaco en buffer fosfatos(PBS). Se muestra una lenta liberacién
pero contante las primeras 10 h, llegando a una liberacién maxima a las 24 hrs el
cual se mantiene constante hasta alcanzar una liberacion maxima de 63%
transcurridas 96 hrs.

Figura 42. Perfiles de liberacion in vitro de las micelas cargadas con VPA-F. Perfil
de liberacion control VPA-F+PBS

Con los datos de liberacién (cantidad de farmaco liberado en funcion del tiempo)
se ajustaron diferentes modelos de cinética de liberacion no lineales (korsmeyer-
Peppas, Weibull, Logistic, Gompertz y Probit) [27], para ambos sistemas
P123+VPA-F y F127+VPA-F. Los modelos nos permiten conocer el mecanismo de
liberacion del farmaco de las micelas poliméricas hacia el medio; los ajustes
evaluan la liberacion desde una matriz polimeérica.

Existen tres mecanismos basicos: hinchazén, difusién y degradacion, presentes en
la liberacion del farmaco cargado a partir de particulas poliméricas. Cualquiera o
todos estos mecanismos pueden ocurrir en un sistema de liberaciéon dado. La
hidrofobicidad del polimero determiné la rapidez de captacién del agua durante el
curso de la liberacién. Con la absorcion de agua, las particulas de micelas se
hincharon y permitieron que el farmaco que se encontraba dentro difundiera hacia
el medio.
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Para comparar modelos con diferentes numeros de parametros, es necesario
realizar el ajuste del coeficiente de correlaciéon (R?), donde n es el nimero de
puntos de datos y p es el numero de parametros en el modelo.

Esto se debe a que R? aumentarad siempre a medida que se incluyan mas
parametros, mientras que R? ajustado puede disminuir cuando se produce una
sobrecarga. Por lo tanto, el criterio para seleccionar el modelo mas apropiado se
basé en el valor de la R? cercana a 1. [28]

2 g =1-21 (1 —R2?
R* ajustado= 1—n_p .(1-R%)

Liberacion de P123 + VPA-F

Para el sistema P123 se encontré que el VPA-F tuvo una liberacion lenta ya que
después de 12 h se siguio detectando VPA-F liberado, ademas se aprecié que no
se liberd la fraccion total del farmaco si no que alcanzé solo el 65 + 2% liberado
transcurridas 96 h.

El ajuste no lineal de los modelos antes mencionados, se encuentran descritos en
las figuras 43-47. Los parametros calculados se resumen en la Tabla 13, para el
modelo de Korsmeyer-Pepas sugieren que la liberacion se llevé a cabo mediante
difusion de Fick al tener el parametro n menor a 0.5, (Tabla.1) este valor nos
indica que se trata de una liberacion controlada por difusién. La F de Fisher para el
modelo de Korsmeyer-Peppas resulto ser pequefia con un valor negativo, por lo
que los datos experimentales convergen con el modelo, donde se interpreta el
valor de FO como la fraccion liberada resultante de una liberacion de estallido.

74

——
| —



Modelos cinéticos promedio de Liberacion del sistema P123+VPA-F

Korsmeyer-Peppas con FO
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Figura 43.Perfil cinético de liberacién Korsmeyer-Peppas para el sistema

P123+VPA-F.
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Figura 44. Perfil cinético de liberacién Weibull para el sistema P123+VPA-F.
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Logistic
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Figura 45.Perfil cinético de liberacidn Logistic para el sistema de liberacion
P123+VPA-F.
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Figura 46.Perfil cinético de liberacion Gompertz para el sistema P123+VPA-F.
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Probit

Fraccion Liberada (%)

® Observed
10
——Predicted
0 T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (h)

Figura 47. Perfil cinético de liberacién Probit para el sistema P123+VPA-F.

Korsmeyer-Peppas kKP n R’ R’ ajustado F
F=F0+kKP*t*n 30675.993 0.000 0.9768 0.9335 FO=-30654.432

Weibull a B R® F
F=Fmax*{1-Exp[-(t"B)/al} 2.997 0.711 0.9974 0.9970 Fmax=63.45

Logistic a B R’ F
= Fmax*Exp[a+B*log(t)J{1+Explo*B-log(t)]} | -1.028 2104 | 0.9956 0.9950 Fmax=67.583

Gompertz a B R® F
F=Fmax*Exp{-a*Exp[-B*log(t)]} 1.397 1.180 0.9913 0.9902 Fmax=75.537

Probit o B R2 F
F=Fmax*®[a+f*log(t)] -0.605 1.304 0.9948 0.9941 Fmax=66.262

Tabla 13. Parametros calculados a partir del ajuste no lineal con los modelos de
cinética de liberacion del sistema P123+VPA-F.

La Tabla 13, resume los parametros obtenidos por los modelos implementados, en
todos los casos F es el porcentaje de farmaco liberado en el instante t. [29]. De
acuerdo al R? el modelo que mejor ajusta y describe los datos, fue el de Weibull,
debido a que el valor de R2es el mas cercano a 1 comparado con los otros

modelos.

La cinética del VPA-F indic6 que su liberacién fue de manera sostenida ya que el
farmaco se liberd en fracciones muy pequefias durante todo el tiempo que duro el

experimento.
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Después de llegar a la fase de meseta, parece que alrededor del 40% de VPA-F,
respectivamente, todavia estaba atrapado en las micelas. Dado que VPA-F es
muy hidréfobo, parece que las interacciones hidrofobicas entre el farmaco vy el
nucleo de la micela impiden la liberacion completa .

El Modelo de Weibul presenta una Fmax=63%, esta es la fraccibn maxima que
se logré liberar durante las 96 horas que se estuvo cuantificando. El parametro «
= 3, este valor es la escala del tiempo en la que se presentd cada evento del
porcentaje liberado de manera ordenada, establece divisiones del tiempo
transcurrido desde el inicio hasta el término del estudio. La B es el parametro
indicativo de la forma que toma la curva a lo largo del experimento, en este caso
B<1 corresponde a una liberacion donde la curva toma la forma de una parabola.

El segundo modelo que logré un mejor ajuste para el parametro de R? fue
Logistic sin embargo se obtuvo una Fmax= 68%, la cual fue mayor, comparada
con el modelo de Weibull. EI parametro de a fue negativo esto nos dice que a lo
largo del proceso no hubo una buena distribucion de los datos con respecto al
tiempo, ya que el intervalo de liberacién entre una fraccion y otra es minimo, con
la prolongacion del tiempo de muestreo se observd un valor constante del %
liberado de farmaco, con el valor de B>1 indica que el comportamiento de los
datos es semejante a tener una curva sigmoide, modelo matematico que muestra
como aumenta lentamente al principio el % liberado, luego acelerandolo y después
disminuyéndolo para finalmente volverse asintética donde ya no se observa
fracciones altas de farmaco liberado. La cinética de liberacién del VPA-F utilizando
el modelo de Gompertz dice que él % maximo liberado de farmaco fue del 75%
durante todo la medicion, tiene un valor de escala de tiempo de 1.39 y una f=1.18
por lo tanto si B>1 se cumple que la curva es del tipo sigmoide para este caso. Por
otro lado la cinética de liberacion ajustando el modelo Probit indica que el 67%
fue el total del farmaco liberado, con a<@ y f>1 obteniendo una curva sigmoide y
el tiempo entre un % liberado y otro es pequeno. La F de Fisher para el modelo de
Korsmeyer-Peppas resulto ser pequefia con un valor negativo, por lo que los datos
experimentales convergen con el modelo, donde se interpreta el valor de FO como
la fraccidn liberada resultante de una liberacion de estallido.
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Liberacion de F127+VPA-F

El perfil de liberacién dependiente del tiempo del sistema F127+ VPA-F se analiz6
bajo las mimas condiciones que el P123 con solucion PBS pH 7.4 a una
temperatura de 37°C. Se observé una liberacion lenta y sostenida, sélo el 60 £ 7%
del farmaco se liberé durante un periodo de 96 horas. Como se esperaba la
liberacion fue mas rapida en la etapa inicial, y se redujo en la etapa posterior, se
encontré que el farmaco difundié rapidamente de la membrana de dialisis al
medio de didlisis. A partir de los perfiles de liberacion se encontré que el sistema
F127+VPA-F mostré una tasa de liberacion mas alta respecto al sistema de
P123+VPA-F

Es importante mencionar que en estos experimentos so6lo estamos demostrando
que en efecto existe una liberacion por parte del farmaco a partir de los
agregados poliméricos, puesto que los sistemas no son todavia una formulacion.

Modelos cinéticos promedio de Liberacion del sistema F127+VPA-F

Korsmeyer-Peppas con FO
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Figura 48. Perfil cinético de liberacion Korsmeyer-Peppas para el sistema
F127+VPA-F.
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Figura 49. Perfil cinético de liberacién Weibul para el sistema F127+VPA-F.
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Figura 50. Perfil cinético de liberacién Logistic para el sistema F127+VPA-F.
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Figura 51. Perfil cinético de liberacién Gompertz para el sistema F127+VPA-F.
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Figura 52. Perfil cinético de liberacién Probit para el sistema F127+VPA-F.

81

——
| —



Korsmeyer-Peppas con F0 K n R* R*ajustado F
F=F0+kKP*t"n kKP=7388.106 0.001 0.9793 0.9767 F0=-7370

Weibull a B R? F
F=Fmax*{1-Exp[-(t"B)/a]} 3.375 0.677 | 0.9950 0.9943 Fmax=59.671

Logistic a B R’ F
F=Fmax*Exp[a+B*log(t)]/{1+Exp[a+B*log(t)]} -1.210 1.970 0.9941 0.9933 Fmax= 65.154

Gompertz a B R’ F

F=100"Exp{-a"Exp[-B*1og()]} 1.768 0712 | 0.9855 0.9836 0

Probit a B R* F
F=Fmax"®[o+plog(t)] 20.718 7207 | 0.9928 0.9919 | Fmax= 64.136

Tabla 14. Parametros calculados a partir del ajuste no lineal con los modelos de
cinética de liberacion del sistema F127+VPA-F.

En la Tabla 14, se pueden encontrar los parametros obtenidos para cada sistema,
modelo, el modelo que mejor se ajusta es el de Weibull, esto tomando en cuenta
el valor de R? mas cercano a 1. Sin embargo la fraccién maxima liberada fue del
60 %, no fue la mas alta en comparacion a los otros modelos. Utilizando la
ecuacion de Logistic el % maximo liberado da un total del 65 %, ademas la escala
del tiempo es muy estrecha durante todo el proceso, el mecanismo de liberacion
se da inicialmente muy rapido y conforme pasa el tiempo disminuye y se vuelve
constante. En la cinética de Weibull también ocurre lo mismo al inicio la liberacion
es relativamente rapida pero después disminuye con el tiempo, a diferencia del
modelo de Logistic, este modelo explica que los tiempos entre un evento de
liberaciéon y otro son mas prolongados al tener una 0=3.375 a diferencia de
Logistic donde su a= -1.21, para el modelo de Weibull su parametro de p<1
indica que el comportamiento de su curva asemeja a una sigmoide.

El farmaco difundié siguiendo un comportamiento de tipo Fick puesto que n<0.5,
para el modelo de Korsmeyer-Peppas.

Para el modelo de Gompertz no existe valor del % de farmaco maximo liberado y
el valor de B<1 nos dice que su curva se comporta como una parabola. En el
modelo de Probit el 64 % es la cantidad maxima que se liberd en el proceso, y la
B>1 presenta una curva que adquiere el comportamiento de una grafica sigmoide.
Los porcentajes de liberacion del VPA-F encapsulado en cada uno de los
polimeros no llegan a liberar el 100% del farmaco pero se puede observar que los
porcentajes de farmaco liberados son mas altos para el sistema de P123+VPA-F
comparado con el sistema de F127, tal parece que entre mas interacciones
hidrofébicas tenga VPA-F con el nucleo de las micelas que forman los polimeros
da como resultado una liberacién mas lenta y por lo tanto se observara un menor
% de farmaco liberado.
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6.6 Microscopia electronica de Barrido y Microscopia electréonica de
transmision

El estudio de la morfologia de los agregados formados se realizé por medio de la
técnica de SEM y TEM, a soluciones de polimero al 0.06 % m/m con y sin
farmaco. La (Figura 53 (a) y (b)) son microscopias tomadas al sistema F127 +
agua. La Figura 53 (a) corresponde a la técnica de TEM y la Figura 53 (b)
corresponde a la técnica SEM, en ambas microscopias se observa una morfologia
esférica.

Figura 53. (a) Microscopia del sistema F127+H,0, utilizando la técnica de TEM.




ZE kL X2, = FR-USAII

Figura 53. (b) Microcopia del sistema F127+H,0, utilizando la técnica de SEM.

S Fa—-U=sA/AIl

Figura 54. Microscopia del sistema P123+H,0, utilizando la técnica de SEM.
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La forma esférica de los agregados se mantiene después de agregar el farmaco
como se observa en la figura 55, para el sistema P123+VPA-F. La figura 56 (a, b,
¢, d, e y f) muestran la forma esférica de los agregados del sistema F127+VPA-F,
si se hace un aumento se observan estructuras circulares homogéneas con un
diametro que corresponde al encontrado en los DLS.

Las microscopias electronicas obtenidas tanto por TEM y SEM revelan que las
micelas poliméricas de P123 y F127 cargadas con VPA-F mantienen forma
esférica con una buena estructura nucleo-envoltura. Ademas en la mayoria de las
micelas, no se observaron rugosidades, ni bordes afilados que las ayudasen a
escapar del sistema reticulo-endotelial . [29]

(a) (b)
Figura 55. (a) y (b) Microscopia del sistema P123+VPA-F, utilizando la técnica de

TEM




Figura 56. (a) Microscopia del sistema F127+VPA-F, utilizando la técnica de TEM.

Figura 56. (b) Microscopia del sistema F127+VPA-F, utilizando la técnica de TEM.




Figura 56 (d) Microscopia del sistema F127+VPA-F, utilizando la técnica de TEM
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Figura 56. (f) Microscopia del sistema F127+VPA-F, utilizando la técnica de TEM




Las manchas grises representan el nucleo PPO de micelas que encapsulan
VPA-F. Dado que en el método de dispersion laser, el tamafo hidrodinamico de
las micelas ha sido medido, el tamafio de las micelas es ligeramente
sobreestimado. En las primeras microscopias obtenidas el tamafo de las micelas
era correspondiente a unidades en micras las cuales no correspondian a los
reportados por el DLS, por lo que se les realiz6 un acercamiento para poder
apreciar el nucleo en donde se observaron estructuras esféricas de menor tamafno
con diametros similares a los que se encontraron en el tamafno de particula, Figura
57 (a)

Figura 57. (a) Microscopia electrénica de Transmision obtenida para el Sistema
P123+VPA-F




(b) (c)

(d)

La Figuras 57. (b,c y d) ilustran la forma esférica de las micelas formadas por el
sistema P123+VPA-F, obtenidas por la técnica de TEM (acercamiento
microscopico)




Para el sistema de P123+VPA-F (Figura 57 b, c y d) las microscopias que se
obtuvieron por TEM presentaron tamafos muy grandes entre 1 y 2 um nada
comparables con los obtenidos por DLS (Tabla 9, Figura 27), sin embargo si se
realiza un acercamiento a las microscopias se observa en el fondo muchas
micelas de diminuto tamafo para las cuales su diametro va de 40 a 300 nm una
diferencia bastante amplia, esto se puede atribuir al tiempo transcurrido durante el
secado de la muestra antes de ser leida ya que tiende a formar aglomerados.

El tamano obtenido en el DLS a temperatura ambiente esta dentro del rango de
(20-40 nm) lo que permite que las micelas sean alojadas en vesiculas endociticas
y el acceso a las células diana a través de endocitosis. [29]
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7 CONCLUSIONES

Se logré determinar la solubilidad del VPA-F en agua resultando de 0.400 mg/ml,
la cual se mejoré considerablemente en presencia de diferentes cantidades de
polimero P123 o F127, con un %EE del 94.36% para F127 y del 96.20% para
P123, utilizando una concentracion de 0.5 % m/m de polimero. El polimero P123
es el compuesto que solubiliza mayor cantidad de farmaco.

La técnica de HPLC corrobora que no existen compuestos de degradacién en los
sistemas (P123+VPA-F y F127+VPA-F).

Se identificaron regiones en las cuales el diametro hidrodinamico se mantuvo
constante para los sistemas estudiados. A temperatura del cuerpo humano se
encuentra un tamafio homogéneo de 37 nm para el sistema P123 en agua y de 25
nm para F127 en agua. En presencia de farmaco el tamafio se reduce en un 30%
para las micelas de P123 y un aumento del 30% en las micelas de F127.

La presencia de VPA-F en las soluciones poliméricas disminuye la entalpia de
agregacion, asi como la CMT y Tm para el sistema (P123+VPA-F).

Los perfiles de liberacion muestran que la liberacion de VPA-F es sostenida las
primeras 10 horas y después de las 24h se libera el 63 % de farmaco
manteniéndose constante, el modelo que mejor se ajusta a los perfiles es el de
Weibull para ambos copolimeros.

La morfologia para cada sistema de acuerdo a las microscopias de SEMy TEM es
esférica y en el caso de P123+ VPA-F los valores corresponden a los
encontrados por DLS.
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