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Resumen

La tuberculosis es una enfermedad causada por la bacteria Mycobacterium tubercu-
losis que afecta casi siempre a los pulmones. Esta condicion es la responsable de 1.5
millones de muertes al ano, sin embargo, es posible curarla y prevenirla. Para combatir
esta enfermedad de forma activa, se administran cuatro antibiéticos durante un periodo
entre seis y nueve meses, lo que desafortunadamente presenta varias complicaciones

como:
= Desercion del paciente por la larga duracion;

= Pobre competencia (estabilidad, permeabilidad) de los farmacos para alcanzar los

sitios donde es necesario el efecto;
= Alta toxicidad;
» Efectos secundarios por el modo de administracion.

En los ultimos anos, se ha optado por la nanomedicina para mejorar el desempeno
del tratamiento utilizando nanomateriales como medio de transporte de los farmacos a
través del organismo, ofreciendo una entrega mas directa en los sitios de interés, asi
como una liberacién prolongada y controlada que logre disminuir las dosis y por ende,
la desercién de los pacientes en el tratamiento.

Una de las formas de encapsulacién mas recientes es la creacion de reservorios
con materiales diversos en forma de particulas coloidales. Estas pueden ser entre 100
y 1000 nm aproximadamente dependiendo de la via de administracién. De preferen-
cia, el material de las particulas debe ser no téxico pero lo suficientemente resistente

a los factores de degradacién dentro del organismo para poder proteger el farmaco.



Ademas debe eliminarse facilmente al terminar su funcion. Los reservorios utilizados
para la encapsulacion de farmacos antituberculosis van desde particulas poliméricas,
nanoemulsiones, liposomas, particulas lipidas, micelas y hasta dendrimeros.

De todos estos reservorios, las particulas poliméricas muestran ventaja para la en-
capsulacion de farmacos debido a su alta estabilidad, simplicidad y biodisponibilidad.
Ademas, su superficie puede ser modificada en tal forma que el sistema inmune del
organismo no las detecte y con eso extender el tiempo de circulacion del reservorio en
el sistema sanguineo.

Hay una amplia variedad de materiales poliméricos que son biocompatibles y bio-
degradables. El poli(D,L acido lactico-co-glicélico) o PLGA es un polimero que ha co-
menzado a utilizarse recientemente para la encapsulacion de farmacos aprobado por
la Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA, por sus siglas en inglés). Debido
a las propiedades fisicoquimicas de este polimero, una de las principales ventajas que
ofrece es el control en las propiedades de las particulas creadas, principalmente en el
perfil de liberacion del farmaco y su biodisponibilidad: inyectado, tomado o administrado
por vias respiratorias. La obtencion de las particulas PLGA cargadas con el farmaco
dependera principalmente del control en sus propiedades y las del farmaco a encap-
sular. Los antibiéticos hidrofébicos han mostrado una gran complejidad al tratar de ser
encapsulados por su baja permeabilidad y alta toxicidad dentro del organismo. EI méto-
do de emulsion por extraccion y evaporacion de disolvente es uno de los mas utilizados
para la encapsulacion de este tipo de compuestos y ha sido estudiado por diversos
autores para mejorar la eficiencia de encapsulacién. A pesar de esto, la metodologia si-
gue siendo un tema de estudio debido a los diversos efectos que tienen las variables de
fabricacion en las particulas, y su relacién con el tipo de compuesto y propiedades de
los polimeros que seran utilizados. En este proyecto se desea analizar los parametros
optimos que permitan obtener un alto rendimiento de encapsulacion utilizando la meto-
dologia de emulsidon por extraccion y evaporacion de disolvente. Como meta principal,
se pretende realizar un estudio sistematico para visualizar el efecto de las variables

de fabricacion encapsulando a la rifampicina, farmaco hidrofobico antituberculosis, en



el polimero PLGA para determinar las variables principales que afectan su encapsula-
cién y posteriormente, en conjunto con el departamento de Quimica Organica, aplicar
esta metodologia en la encapsulacién de compuestos con caracter hidrofébico y antitu-
berculosis, para poder comparar y concluir los parametros generales que influyen mas
en el perfil de liberacién y la obtencion de particulas con altas dosis y eficiencias de

encapsulacion de este tipo de compuestos.
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Capitulo 1

Marco Teorico

1.1. Nanociencia y nanotecnologia

La nanociencia se define como la actividad dedicada al estudio de los fenédmenos
fisicoquimicos de estructuras con escala nanométrica, es decir que el tamario del ma-
terial estudiado se encuentre entre 1 y 100 nm. Un nandmetro (nm) es equivalente a
una billonésima parte de un metro ( 10~?m). [9]

Materia como gases, liquidos y sélidos presentan propiedades fisicoquimicas inusua-
les dentro de esta escala, como puede ser el aumento de reactividad quimica o resisten-
cia fisica. Aprovechando este cambio en las propiedades, la nanotecnologia se enfoca
en la aplicacion del conocimiento comprendido dentro de la nanociencia para el desa-
rrollo de materiales y técnicas experimentales que logren revolucionar otros campos de
la ciencia.

En los ultimos anos, aproximadamente a inicios del siglo XXI, la nanomedicina se
ha enfocado en el desarrollo de materiales nanoestructurados para innovar la preven-
cién, diagnosis y tratamiento de enfermedades. Mas especificamente en el aspecto
farmacéutico se han utilizado estas propiedades de los sistemas a nano y micro escala
para la modificacion, entrega, monitoreo y liberacion controlada de farmacos, mejoran-

do su efecto terapéutico.[42]
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1.2. Tuberculosis

La tuberculosis es una enfermedad causada por la bacteria Mycobacterium tubercu-
losis que afecta generalmente a los pulmones. Esta enfermedad sigue siendo un asunto
de salud publica muy importante debido a que es una de las diez enfermedades cura-
bles con mayor tasa de mortalidad en el mundo, por lo que su erradicacion se ha con-
vertido en una de las metas definidas por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
en los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) y la Estrategia Fin de la Tuberculosis
concerniente a salud para cumplir en 2030 (OMS, 2019).

Para el tratamiento de esta enfermedad existen distintos antibiéticos, los cuales son
clasificados en primer, segunda, tercera y cuarta linea, dependiendo del mecanismo
de accién del farmaco dentro del organismo y su gradual erradicacion de los sintomas
que acompanan a la tuberculosis. La admnistracion progresiva de estos antibioticos ha
mostrado gran efectividad, sin embargo, este tratamiento tiene una duracién entre 6 y
8 meses, y puede extenderse hasta 12 meses segun lo recomendado [17].

La farmaco terapia con mayor éxito ha sido la combinacion de distintos farmacos de
primera linea, correspondiendo a la isoniazida, pirazinamida y rifampicina. Los primeros
dos meses de tratamiento involucran estos 3 agentes combinados con etambutol y pos-
teriormente, en los siguientes meses solo es administrada la rifampicina e isoniazida.
Sin embargo, en 2018 se estimé que de 10 millones de personas enfermas de tubercu-
losis, medio millén de nuevos casos de tuberculosis son resistentes a la rifampicina e
isoniazida (OMS, 2018).

Las causas de esto son variadas, a pesar de ser una enfermedad curable, las con-
diciones sociales y de salud limitadas en paises en desarrollo y la presencia de otras
enfermedades que comprometen el sistema inmunoldgico reducen la disponibilidad de
medicamentos y dificultan la cobertura total del tratamiento contra la tuberculosis, pro-
vocando que la frecuencia de las dosis y la inconsistencia en la administracion de los
medicamentos aumenten, resultando en la resistencia antibacteriana reportada.

Se estima que un tercio de las 36 millones de personas en el mundo que son po-



sitivos para VIH / SIDA estan co-infectados con M. Tuberculosis. A este co-infeccion
también se le conoce como «el dio mortal », por no solo ser una enfermedad mortal
sino que el tratamiento para ambas enfermedades causan un impacto socio econémico
que muchas familias no logran superar [36].

Por otro lado, las propiedades fisicoquimicas y la farmaco-cinética (e.g. permeabi-
lidad, solubilidad y absorcion en el organismo) han dificultado la biodisponibilidad de
estos farmacos para su administracion en su forma pura, ya que conforme se avanza
en la linea de medicamentos, estas propiedades cobran mayor relevancia. Ademas, su
costo y su adquisicion se dificultan, considerando que las dosis admninistradas suelen
ser altas para mantener la concentracion terapéutica dentro del organismo durante toda
la duracion del tratamiento [5].

La mayoria de estos farmacos son administrados de manera directa via oral y pa-
rentéral; y a largo plazo los pacientes comienzan a manifiestar severos efectos secun-
darios en el organismo. En el caso de la rifampicina cuando es administrada via oral
causa nauseas, sintomas de gripe, complicaciones renales y hepatoxicidad [45], o que

resulta en la descontinuacion del tratamiento para evitar consecuencias aun mayores

(Tabla[1.1).

Tabla 1.1. Farmacos ATB de primera linea: propiedades fisicoquimicas y efectos secun-

darios.
Coeficiente de | Solubilidad Peso
Farmaco particion enagua | molecular Efectos secundarios
(log P) [mg/mL] [g/mol]

Isoniazida (INH) -0.639 140 137.14 | Hepatotoxicidad, neuropatias
Rifampicina (RIF) 3.719 1.4 822.94 | Hepatotoxicidad
Etambutol (EMB) -0.14 10 204.31 Hepatotoxicidad, toxicidad ocular
Estreptomicina (STR) -6.400 - 581.57 | Ototoxicidad, nefrotoxicidad
Pirazinamida (PZA) -1.884 15 123.11 | Hepatotoxicidad

Como se muestra en la tabla[1.1], todos los farmacos anti-tuberculosis (a excepcion

de la rifampicina) presentan una naturaleza hidrofilica tomando en cuenta su coeficiente




particion y solubilidad en agua, por lo que algun sistema que mejore la permeabilidad de
estos compuestos (aumentando el coeficiente de particion), resultaria en una eficiencia
mayor y, por lo tanto, las dosis serian menores y los efectos secundarios disminuirian a

largo plazo.

1.3. Optimizacion de tratamientos ATB

Ante las problematicas que se presentan en el tratamiento de enfermedades, la
nanotecnologia ha abierto la posibilidad de reducir los efectos secundarios que los
farmacos tienen en el organismo cuando se administran de manera pura, asi como
mejorar su desempeno. Esto ha llevado a la creacién de sistemas particulados que
fungen como reservorios mejorando la farmaco-cinética, la toxicidad, estabilidad y la
interaccion del farmaco con el organismo; ademas de brindar un mayor control en la
liberacidn con una entrega mas inmediata en el sitio deseado, reduciendo las dosis
requeridas en el tratamiento y los efectos adversos que puedan ocasionar a largo plazo.

Algunos de los sistemas que han resultado efectivos como reservorios para la entre-
ga de farmacos son: particulas poliméricas, emulsiones a micro- y nanoescala, particu-

las solido - lipidas, niosomas, micelas, suspensiones, nanocristales, entre otros [17]

En el caso de la tuberculosis, los reservorios con antibidticos encapsulados son
capaces modificar la farmaco-cinética del farmaco administrado pues son reconocidas
mas facilmente por las células fagociticas, donde se suele encontrar la bacteria, por lo
tanto, la concentracién del antibiético es mayor en esa zona y el tratamiento es mas
efectivo [43]. Ademas de que disminuyen las dosis necesarias, evitando el desarrollo
de resistencia a los antibioticos y la interrupcién del tratamiento.

Sin embargo, para tener el maximo efecto terapéutico, esta formulacion de encap-
sulacién debe ser desarrollada con mucho cuidado, ya que el reservorio puede cambiar
las propiedades de las sustancias encapsuladas. Para llevarla a cabo deben tomarse

en cuenta factores como solubilidad, lipofilia, permeabilidad y estabilidad del farmaco



a encapsular para posteriormente aplicar la técnica de encapsulacion mas adecuada y
eficiente. También es necesario de tomar en cuenta que el material del reservorio debe
ser no toxico pero suficientemente resistente contra factores de degradacion en el or-
ganismo y mantener el control en la liberacion del farmaco. Este control en la liberacion
en el caso de los antibiéticos, ayuda a mantener la concentracion efectiva del antibioti-
co al extender el tiempo de circulacion de las particulas dentro del organismo, evitando
la agregacién del farmaco hidrofobico cuando es administrado via intravenosa lo cual
causa toxicidad local, y reduce la biodisponibilidad de estos farmacos en especifico
[43].

Dentro de los sistemas mencionados anteriormente, las particulas poliméricas tie-
nen la ventaja de ser excelentes candidatos para la encapsulacién de farmacos ya que
poseen alta estabilidad, simplicidad y variedad en las rutas de administracion, abriendo
la posibilidad de encapsular farmacos tanto hidrofilicos como hidrofébicos dependien-
do solo de la ruta de fabricacidon. Ademas es posible funcionalizar su superficie para
disminuir los efectos indeseables. Esta modificacion abre posibilidades de aplicacion
de estas particulas, no solo como reservorios, sino también como biosensores en inge-

nieria de tejidos y defensa quimica.

1.4. Encapsulacion en particulas poliméricas

Histéricamente, la primeras particulas propuestas como reservorios para aplicacio-
nes terapéuticas fueron fabricadas con gelatina y albimina. Sin embargo, debido a su
naturaleza peptidica, se presentaba una respuesta inmune por parte del organismo
[34]. Posteriormente, los polimeros sintéticos comenzaron a utilizarse, principalmente
aquellos que presentan propiedades biodegradables, debido a su compatibilidad con el
organismo, baja toxicidad y reabsorcién por el cuerpo. Estos polimeros sintéticos bio-
degradables tienen la ventaja de ser fabricados a gran escala, con alto grado de pureza
y uniformidad en cada batch producido [29].

Desde una perspectiva quimica, es posible el diseno de distintos polimeros sinteti-
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Figura 1.1. Esquema de particulas esfera y capsula fabricadas con material polimérico.

cos con distintas propiedades fisicoquimicas al modificar la via de sintesis, lo que lleva
a la obtencidén de distintos mecanismo de encapsulacion y liberacion de farmacos.

La categoria basica de biopolimeros consiste en dos tipos: (1) los polimeros sintéti-
cos biodegradables, principalmente hidrofébicos como son los poli(ésteres), poli(anhidri-
dos), poli(amidas), entre otros, y (2) los biopolimeros que abarcan los poli(sacaridos)
como son: chitosan, hialurano.

De manera general, las particulas poliméricas son consideradas sistemas coloidales
sélidos con tamarnos entre la escala nano- y submicrométrica (aproximadamente entre
100 y 1000 nm). Son preparadas por métodos de extraccion de disolvente, secado por
atomizacién, emulsion, fluidos supercriticos, entre otros [42].

Basandose en la técnica de fabricacion, estos sistemas suelen ser divididos en es-
feras y capsulas, figura[1.1]

Las esferas consisten en una matriz polimérica en la cual el farmaco esta disperso,
mientras que las capsulas poseen una pared que rodea un centro liquido (comunmente
oleoso) donde se encuentra disuelto el farmaco o principio activo.

La prediccidn de las propiedades fisicoquimicas de las particulas poliméricas asi co-

mo su eficiencia de encapsulacion y cinética de liberacién dependeran principalmente



de las propiedades del polimero relacionadas con peso molecular, grupos funcionales
terminales, carga [17]. Estas caracteristicas permiten a las particulas poliméricas una
mayor versatilidad en cuanto a su biodisponibilidad, el cual es uno de los puntos clave
para utilizarlos al combatir la tuberculosis. Por ejemplo, se han desarrollado sistemas in-
halables para evitar efectos secundarios causados por el metabolismo de los farmacos
ATB en el ducto gastro intestinal, proporcionando proteccién del farmaco evitando su
pronta degradacién en el cuerpo y permitiendo un mayor control en su administracion y
liberacion durante largos periodos de tiempo [43].

Desde un punto de vista mas general, en un sistema coloidal conformado por particu-

las destinadas a la encapsulacion de farmacos es importante considerar dos factores:
1. La incorporacion del farmaco en la matriz del polimero.

2. La liberacion del farmaco, es decir, el proceso inverso a la incorporacién. Dentro
de este paso, el farmaco es liberado desde la particula y esta disponible para su

absorcidn o posterior efecto farmacol6gico en el cuerpo.

Estos dos factores descritos estan relacionados entre si por las propiedades fisico-
quimicas de la matriz polimérica, del farmaco y de la interaccion entre ambos en el
medio en el que se encuentre.

En el caso de la incorporacion de farmaco al sistema reservorio, en la literatura [14]

se recomienda considerar dos parametros:
» Dosis Encapsulada (drug loading), DE.
= Eficiencia de encapsulacién, EE.

De manera cualitativa, estos son descritos por las siguientes ecuaciones:

La dosis encapsulada (DE) se expresa:

menc

DE(mg/mg) =

(1.1)
p
donde m,. es la cantidad de compuesto encapsulado, y m, es la cantidad de

particulas utilizadas para la determinacién de este valor.



menc

EE% =

x 100 (1.2)

mnom

donde, m,,. €s la masa de farmaco dentro de las particulas definida experimental-
mente y m,,,, €s la masa nominal del farmaco utilizada.

La eficiencia de encapsulacion expresa la eficiencia del método de preparacion uti-
lizado para incorporar el farmaco a la particula. Una dosis encapsulada mayor (DE)
resulta deseable para mejorar la eficiencia de encapsulacion debido a que la cantidad
de particulas utilizadas en el tratamiento es menor y la dosis terapéutica es alcanza-
ble mas facilmente, e idealmente la cantidad liberada es mayor. Sin embargo, si las
interacciones entre el farmaco y el reservorio son fuertes, el DE y EE aumentan con-
siderablemente pero la tasa de liberacion disminuira. Estos factores son la base del
control en la liberacion del farmaco dentro del organismo desde un reservorio.

Por otra parte, es importante considerar la capacidad maxima del reservorio, ya que
si se llega a superar ese valor maximo, la EE comenzara a descender [14].

En general, el método utilizado para la encapsulacién asi como los cambios en los
condiciones principales de fabricacion influiran en el DE y la EE. El farmaco puede
ser incorporado al sistema por interacciones débiles (van de Waals), fuertes (ionicas,
covalentes) o por métodos fisicos (mezclaje simple o precipitacion).

A continuacién se mencionan algunas técnicas de elaboracion de particulas poliméri-
cas utilizadas para la encapsulacion de farmacos ATB [29]:
Especificamente en los tratamientos que involucran antibidticos ATB las particulas

poliméricas han mostrado ventajas al resolver problematicas relacionadas con: [17]:

= Poca absorcién de los farmacos hidrofébicos en el organismo.

m Agregacion del farmaco administrado via venosa. Esto provoca intoxicacion y re-

duce la biodisponibilidad del tratamiento.

= Poca biodisponibilidad. Al cambiar el tamano de particula, es posible variar la via

de administracion (e.g. parénteral, inhalable, entre otros).



Tabla 1.2. Técnicas de fabricacién de particulas poliméricas cargadas con farmacos

Técnica Descripcion Ventajas Desventajas
Un disolvente organico es usado
Toxicidad por el uso
para disolver el polimero y el farmaco, Las propiedades fisicoquimicas i
de disolventes organicos.
., posteriormente es dispersado en una solucion del polimero
Emulsion
acuosa que contiene un emulsificante. se preservan. )
) Consiste en 2 etapas, es
Después de la emulsificacion, el solvente Bajo costo. i
) . mas lento.
es retirado por extraccion o evaporacion.
Las particulas sélidas Consite en un solo paso, rapido | Mayor polidispersidad.
Spray drying | son creadas a partir de la esparcién de y continuo. Equipo y condiciones

gotas en un medio caliente

Sencillo de escalar.

costosas.

El farmaco y polimero son disueltos en un

Anti -disolvente | disolvente organico, y mediante un fluido Uso de disolventes organicos.

Consiste en un solo paso. )
Material costoso.

supercriticos | supercritico se promueve la precipitacion de

las gotas formadas.

Adicién de un agente entrecruzador

(e.g. CaCl,) en una disolucion de polimero

Gelacion Evita el uso de agentes toxicos. | Dificultades para escalar.

para la formacién de las particulas. Posteriormente, las

particulas son secadas por atomizacion.

En el caso del tratamiento contra la tuberculosis las microparticulas elaboradas con
copolimeros de acido lactico y acido glicélico han recibido atencién como reservorios
para entrega de farmacos en los pulmones. Lawlor [20] estudié micro-esferas cargadas
con rifampicina, observando una liberacion del farmaco constante durante aproxima-
damente 20 dias a un pH 7.4, y con resultados efectivos, pues se encontrd una con-
centracion de rifampicina 19 veces mayor en los macréfagos alveolares utilizando las
particulas que administrando la solucién del farmaco puro. Esto ha abierto al estudio
de diversas técnicas para la obtencion de particulas poliméricas elaboradas con este

polimero biodegradable.

1.5. Particulas poliméricas con PLGA

Las particulas poliméricas elaboradas a partir de polimeros biodegradables se po-
pularizaron a finales del siglo XX, al ser introducidas como material quirdrgico, debido

a la compatibilidad mostrada en su via de degradacion in vivo, formando cadenas mas



pequenas que son facilmente metabolizadas por el organismo [40].

Los poli(ésteres) son la familia de polimeros mas estudiada en el campo de la na-
nomedicina, en especial el poli(acido lactico), poli(acido glicélico) y sus copolimeros,
a causa de su début en el ano 1970 al ser introducidos en el mercado como material
biodegrable para suturas [6].

El copolimero poli(acido lactico-co-glicolico), PLGA (figura|1.3) es uno de los polime-
ros biodegradables aprobados por la Administraciéon de Medicamentos y Alimentos
(US FDA) y la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) de la Unién Europea, es
un copolimero conformado por los monémeros acido lactico y acido glicolico. Median-
te hidrdlisis este polimero se degrada generando lo mondémeros que lo conforman, los
cuales son metabolizados facilmente por el cuerpo en diéxido de carbono (CO,) y agua,
via ciclo de Krebs [38].

Este tipo de copolimeros son sintetizados principalmente via copolimerizacion por
apertura de anillo utilizando como mondémeros las lactonas correspondientes, mediante
policondensacion del acido lactico y el acido glicdlico.

Debido al carbono asimétrico a del poli(acido lactico), este puede ser descrito de-
pendiendo del isémero 6ptico utilizado, como se muestra en la figura[1.2/donde existen
tres tipos de estructuras enantioméricas: «D», «L» y «DL». Estas letras describen la
quiralidad absoluta (déxtrogiro «D», levogiro «L»), y el mayor efecto que tienen en el
polimero es la tacticidad que le proporcionan al copolimero PLGA y por consecuencia
el cambio en la temperatura de transicion vitrea a causa del cambio en la estructura,
ya sea cristalina o amorfa. Por ejemplo, el poli(D-acido lactico) (P(D)LA) es amorfo y el
poli(L-acido lactico) P(L)LA, se organiza de forma mas cristalina, provocando un cambio
en la rapidez de degradacion del polimero [23].

En términos de disefio y mecanismo, el PLGA es el mejor candidato como bioma-
terial para la entrega de principios activos dentro del organismo. Pueden obtenerse
diversas formas con distintas propiedades fisicoquimicas del PLGA variando factores
como: peso molecular, relacion entre las unidades de AL y AG que lo conforman, y en

el caso de las particulas poliméricas, su perfil de liberacion es afectado por el tamano
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de particula, condiciones de almacenaje y la exposicion al agua.

Debido a que el mecanismo de degradacion de este copolimero es mediante hidréli-
sis, los copolimeros PLGA con bajos pesos moleculares y alto contenido de acido
glicdlico son mas hidrofilicos y amorfos, ocasionando que el tiempo de deterioracion
disminuya por su tendencia a absorber agua. Por otra parte, un alto contenido en aci-
do lactico aumenta la tendencia a ser mas hidrofébicos, absorben menos agua y se
degradan de manera mas gradual. Esto se refleja en que particulas de PLGA con alto
contenido de AG se degradaran mas rapido al ser aplicadas. La excepcion a esta ten-
dencia es la relacion 50:50 (AL:AG) el cual muestra una degradacién mas rapida [23].
A pesar de ello, el cambio en estas propiedades resulta Gtil para la modificacion del
polimero y tener un mejor control en el mecanismo de liberacidn del principio activo.

Algunos ejemplos de la variacion del tiempo de degradacion con respecto a la com-

posicion de AL y AG en el copolimero, en medio acuoso pH 7.4 a una temperatura de



Tabla 1.3. Composicion y propiedades fisicoquimicas de los copolimeros.

Composicion de los Peso Tq
Copolimero mondmeros molecular | Referencia
AL/AG (g/mol) C)
PDLA 0/100 100000 | 59.8 [44]
PLLA 100/0 100000 | 62.2 [44]
PLGA 75/25 10000 | 40.6 [39]
PLLGA 75/25 10000 |47.7| [39]
PLGA 91/9 11134 | 43.6 [39]
PLLGA 90/10 9071 51.0 [39]
i O
o O Degradacion I o
| o OH/U\/O\H + OH)‘\r H
PXLG A y 4cido glicslico acido lactico

Figura 1.3. Estructura del copolimero PLGA, y mecanismo de degradacion (x=unidades
de PLA, y=unidades de PLG)

37°C se muestra en la tabla[1.4l
Makadia [23] describe el mecanismo de liberacion del farmaco a través de las
particulas de PLGA (P-PLGA), en tres etapas:

1. «Initial burst». Este fendmeno consiste en una liberacion mas rapida en las prime-
ras horas de la liberacion. Es causado por la presencia de farmaco en la superficie
de las particulas, sin embargo, en esta fase no se presenta monémero disuelto.

Usualmente este efecto incrementa con la dosis encapsulada.

2. Hidrdlisis quimica. El agua penetra en la matriz polimérica, hinchandolo e hidro-
lizando principalmente los enlaces ésteres, debilitando el entrecruzamiento del

polimero y los enlaces secundarios, disminuyendo el peso molecular del polimero



Tabla 1.4. Tiempo de degradacion de algunos copolimeros PLGA [22].

Composicion de
. Tiempo vida media
Polimero mondmeros
(semanas)
AL/AG
PLA 100/0 110
PLGA 85/15 20
PLGA 75/25 10

y formando oligdbmeros solubles y monémeros de AG y AL.
3. Liberacién por difusion a través de la matriz polimérica y erosion de la superficie.

Sin embargo, en la liberacion desde particulas PLGA predomina la degradacion
qguimica en vez de la erosion superficial de la particula, es decir, el PLGA absorbe el
agua y la hidrdlisis predomina en el proceso, lo que usualmente resulta en una degra-
dacion mayor al interior del matriz polimérica [22]. Es por esta razén que la degradacion
de las particulas poliméricas de PLGA dependen fuertemente de la relacion AL:AG, el
peso molecular del polimero, el grado de cristalinidad y la temperatura de transicién
vitrea.

Ademas de estos factores, la liberacion del farmaco es un parametro importante

para su aplicacioén in vivo, por lo que deben tomarse en cuenta:

» Interacciones PLGA - farmaco encapsulado. Usualmente, si estas interacciones
son muy fuertes la liberacion del farmaco se ve limitada, provocando una libera-

cién lenta a través de las particulas.

= Tamarno y forma de la matriz polimérica. Un area superficial mayor deriva en una
degradacion mas rapida por el incremento en el area de contacto con el medio

acuoso.

» pH. Estudios de liberacion in vitro con P-PLGA muestran que medios alcalinos

y muy acidos aceleran el proceso de degradacién. Mientras que en medios lige-



ramente acidos y neutros, esta diferencia es menos notoria por la autocatalisis
de los grupos carboxilicos derivados del rompimiento de los enlaces ésteres del

polimero [46].

Por la naturaleza hidrofobica del copolimero PLGA, la mayoria de los técnicas de
preparacion de micro- y nanoparticulas involucran disolventes organicos. De manera
breve, se describen algunas metodologias para la elaboracion de particulas poliméricas

a partir de PLGA que han sido aplicadas para la encapsulacion de farmacos.

Emulsiones En general, el método de emulsion seguida de la extraccién del disol-
vente consiste en la dispersion de un disolvente organico que contenga al farmaco y al
polimero, en una disoluciéon acuosa con un emulsificante. Posterior a la emulsificacion,
el disolvente es retirado (por evaporacion o por extraccion) y las gotas formadas se
solidifican formando las particulas deseadas.

La ventaja de este método es su simplicidad y la versatilidad de preparar emul-
siones simples y multiples, figura pues permite la encapsulacion de farmacos tanto
hidrofébicos como hidrofilicos. Para la elaboracion de particulas poliméricas con PLGA
las emulsiones comunmente utilizadas son o/w, w/o/w; debido a que este polimero es

hidrofébico.

Separacion de fase «coacervacion» Este método consiste en la aplicacion de técni-
cas de separacion liquido - liquido de dos disoluciones, una de las cuales se encuentra
saturada con el polimero (fase coacervada) y otra con una proporcion mas baja de
polimero. La disolucion en la cual se encuentra el farmaco es recubierta con el coacer-
vado. Después, estas fases son sumergidas en un medio donde el polimero no es
soluble para formar las particulas.

Las desventajas de este método reside principalmente en la determinacion de la
relacion de volimenes entre ambas disoluciones, ademas de estar limitada para cierto

tipo de polimeros.
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Figura 1.4. Tipos de emulsiones.

Microfluidica La microfluidica consiste en el uso de dispositivos (también llamados
chips) compuestos por canales de tamafnos micrométricos y nanométricos para la mani-
pulacion de fluidos. Estos dispositivos se han utilizado para la formacion de emulsiones
con tamanos de gota mas controlados y monodispersos, mediante la modificaciéon del
flujo de entrada y salida de los disolventes utilizados, a través de los micro- y nanoca-
nales.

La ventaja del uso de estos dispositivos o «chips» es la variedad de materiales
con los que son fabricados ademas del control en las propiedades de las particulas
obtenidas, sin embargo, el disefio y fabricacion de los chips utilizados suele ser costosa

y dificil de escalar para su aplicacion.



Método de extrusion Relacionado con el principio de la microfluidica, el método de
extrusion reside en el uso de membranas con tamano de poro definido que van desde
200 nm hasta 5 um [38]. Mediante estos poros se hacen pasar la fase dispersa de la
emulsion creada, para formar gotas con un tamano definido, por lo que podria decirse

gue es una forma de crear emulsiones utilizando presion para la formacion de las gotas.

Técnicas de «spray drying» A comparacién de los métodos mencionados anterior-
mente, la técnica por spray drying es la mas rapida de todas, y su fabricacion no depen-
de de tantos parametros por lo que su escalamiento es mas sencillo [23]. El proceso
consiste en rociar una emulsion o dispersion que contiene al farmaco y al polimero,
en un medio de aire caliente para formar las particulas. La naturaleza del disolvente
utilizado en la emulsién o dispersion, y la temperatura del medio son los principales

parametros que definen la morfologia de las particulas formadas por «spray drying».



1.6. Método de emulsion por extraccion de disolvente

Cada técnica para la fabricacion de particulas lleva consigo una serie de factores
que afectan el proceso y tendran un impacto en la dosis encapsulada y eficiencia
de encapsulacion del farmaco. De las técnicas mencionadas para la elaboracién de
particulas poliméricas de PLGA, la técnica por emulsién seguida por extraccion de di-
solvente es la que presenta mas ventajas en cuanto a versatilidad y sencillez. En el
ambito de la encapsulacién de farmacos, esta técnica ha sido de las mas estudiadas
en su aplicacion para obtencion de particulas de PLGA por la conservacion de sus
propiedades fisicoquimicas. Algunos ejemplos en su aplicacion ha sido para la encap-
sulacién de farmacos psiquiatricos (e.g. diazepam, clorpromazina) agentes anti-cancer
(aclarubicina) y opiodes como el L-metadona [42].

Como se describio anteriormente, esta técnica se basa en la emulsificacion de dos
liguidos inmiscibles, uno de los cuales consiste en un disolvente organico que contiene
al farmaco y al polimero disueltos. En general, la técnica de emulsién por extraccion de

disolvente puede describirse en 4 etapas [21], figura[1.5]:

1. Disolucion del farmaco hidrofébico en la fase organica que contiene al polimero.
2. Emulsificacion de la fase dispersa en la fase continua.

3. Extraccion del disolvente desde la fase dispersa seguida de su evaporacion, per-

mitiendo la solidificacion de las gotas en particulas poliméricas.

4. Recuperacion de las particulas elaboradas.

Diversos autores [31][33] han estudiado los parametros que afectan la fabricacion de
particulas de PLGA elaboradas con la técnica de emulsion por extraccion de disolvente
y el efecto de los parametros que conforman a esta metodologia en las propiedades
de las particulas obtenidas. Ming Li [21] clasifica los efectos de la metodologia en tres

factores generales:
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Figura 1.5. Etapas del proceso de emulsion por extraccion y evaporacion de disolvente.



1. Propiedades de los materiales. Comprende a los reactivos utilizados en la fase
dispersa (e.g. PLGA, disolvente organico, farmaco y co-solvente, si aplica), y en

la fase continua (emulsificante).

2. Caracteristicas de la emulsion. Relacionadas con las propiedades de la fase dis-
persay la fase continua (e.g. viscosidad, concentracion de polimero y farmaco en

la fase dispersa, fraccidén de volumen).

3. Condiciones de emulsificacion. Factores externos relacionados con la técnica de

emulsificacion y la extraccion del disolvente (e.g. agitacion, temperatura, presion).

Estos factores afectan principalmente las propiedades de las particulas (e.g. dis-
tribucion de tamano, morfologia, porosidad) y por ende, la encapsulacion del farmaco
(dosis encapsulada y eficiencia de encapsulacion) y el comportamiento del perfil de
liberacion del farmaco desde las particulas.

A continuacion se describiran algunos de los efectos que tienen los parametros que
conforman al método de emulsion seguida de extraccion y evaporacion de disolvente, y

han sido utilizados para la optimizacion de este método.

1.6.1. Efecto de los reactivos de la emulsion
Efecto del disolvente organico

Los disolventes organicos son los mas utilizados en la encapsulacién basada en
emulsion, y particularmente en el caso de la fabricaciéon de particulas de PLGA por su
solubilidad en este disolvente. Dependiendo de la seleccion del disolvente estos tendra
un efecto en el tamano, morfologia, liberacion del farmaco y, en caso de que hayan
residuos en las particulas, influye en el efecto terapéutico de las particulas elaboradas
[38].

En la encapsulacién de farmacos hidrofébicos en PLGA, el disolvente mas utiliza-
do en la técnica de emulsion por evaporacion es el diclorometano (DCM), debido a su

alta volatilidad, bajo punto de ebullicion y alta inmiscibilidad con agua. La ventaja que



sobrepone a este disolvente sobre otros como el etilacetato o el cloroformo es su alta
presién de vapor, pues provoca que el tiempo de evaporacion sea menor [21], tabla
También, especificamente para el PLGA, cuando esta macromolécula tiene gru-
pos terminales alquilo (e.g. metil, etil o estér) posee una mejor solubilidad en DCM a

comparacion con los polimeros con terminaciones con acidos carboxilicos.

Tabla 1.5. Propiedades de distintos disolventes utilizados.

Punto de | Solubilidad
Presién de vapor

Disolvente ebullicién | en agua (g/L)
(mbar) a 20°C
(°C) a 20°C
Cloroformo 212 61 8
Diclorometano 453 39.7 20
Acetato de etilo 100 77 90

La velocidad de evaporacién del disolvente esta fuertemente relacionado con la so-
lidificacion de las particulas. La solidificacion de las gotas de la emulsion depende de la
difusién del disolvente organico a través de las gotas formadas hacia la fase continua
(difusion), y de la fase continua al aire (evaporacion), figura[i.6|

Durante este proceso el PLGA comienza a encogerse y formar las particulas soli-
das, debido a la hidrofobicidad que presenta. En general, una rapida precipitacion del
polimero es considerado ventajoso para obtener altas eficiencias de encapsulacion. Sin
embargo, sila velocidad de precipitacion es muy alta, se observa la formacién de casca-
rones huecos de polimero o deformaciones en lugar de esferas o capsulas completas
(figura [1.7)) , afectando la dosis encapsulada y el perfil de liberacion, pues tienden a
degradarse mas rapidamente [4].

En el caso del uso de diclorometano en la fase dispersa, se ha reportado [25] que
al utilizar volimenes de fase continua (acuosa) menores, el DCM se distribuye a través
de la fase acuosa de manera mas lenta, por lo que esta controlado por la velocidad de
difusién, ocasionando que el farmaco sea arrastrado por este efecto hacia la interfaz de

la gota formada, y al solidificarse el polimero, la superficie de la particula estara mas en-
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Figura 1.6. Diagrama de la extraccion y evaporacion del disolvente .

riquecida con el compuesto encapsulado lo que a su vez ocasionara un efecto «burst»
mas marcado en la liberacion. También se encontré que en estos casos, la superficie
de las particula obtenida era menos porosa, lo que se relaciona con la velocidad de

evaporacion del disolvente.
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convencional fracciones de hueca
huecos largos

Figura 1.7. Diferentes arquitecturas de particulas de PLGA ||



Efecto del emulsificante

Debido a que las emulsiones son sistemas termodinamicamente inestables, se uti-
liza un tercer agente llamado emulsificante o tensoactivo, el cual presenta propiedades
anfifilicas para estabilizar la emulsién. Este compuesto reduce la tension interfacial en-
tre dos liquidos inmiscibles, evitando fendmenos como la coalescencia y aglomeracion
de las gotas de disolvente organico formadas. En la metodologia de emulsién por ex-
traccion de disolvente el uso de un emulsificante durante y después de la formacion de
la emulsién es crucial, tanto para mantener la estabilidad del sistema liquido - liquido,
como para también estabilizar el coloide sdlido - liquido formado cuando las gotas de
polimero solidifican, y evitar su agregacion.

La eleccién del emulsificante repercute en las caracteristicas de las particulas for-
madas: el tamano y distribucion del tamano de las gotas formadas, el indice de polidis-
persidad, la eficiencia de encapsulacion y también puede tener efectos en la estabilidad
fisica de las particulas, los emulsificantes mas utilizados en la elaboracion de particulas
poliméricas para aplicaciones biomédicas son los polisorbatos, el poli(acetato de vinilo)
PVAc, poli(vinil alcohol) PVA y los poloxameros [8], los cuales se caracterizan por tener
un caracter no iénico.

El PVA, figura[1.8] es el emulsificante mas utilizado en la fabricacion de particulas
poliméricas por sus propiedades biocompatibles, biodegradables y no tdxicas, ademas
de ofrecer un control en sus propiedades al modificar su peso molecular y grado de
hidrélisis: bajos pesos moleculares de PVA resultan en una baja viscosidad, menor
caracter hidrofilico y mayor flexibilidad, mientras que un bajo grado de hidrdlisis resulta
en un mayor caracter hidrofilico, flexibilidad y adhesion a superficies hidrofébicas [8].

El poli(vinil alcohol), PVA ha sido ampliamente utilizado en la preparacion de particu-
las utilizando PLGA como polimero y diclorometano como el disolvente organico, debi-
do a su interacciones intermoleculares con el PLGA, y la obtencion de particulas mas
pequenas [21]. De manera general, el incremento en la concentracion de emulsifican-
te en la fase continua tiene una relacion inversamente proporcional con el tamano de

particula, por la disminucion en la tension superficial [13].
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Figura 1.8. Estructura del poli(vinil alcohol), PVA.

Efecto de las propiedades del farmaco

Una de las propiedades mas importantes para la aplicacién del método de emulsion
por extraccion de disolvente es la solubilidad del farmaco a encapsular.

(1) Antes de la encapsulacion es necesario tomar en cuenta la solubilidad del farma-
co tanto en la fase dispersa como en la fase continua de la emulsion. En el caso de la
elaboracion de particulas PLGA por emulsion, la compatibilidad del farmaco con el di-
solvente organico es importante para mejorar la eficiencia de encapsulacion. Por otra
parte, si el farmaco utilizado es parcialmente soluble en la fase continua (acuosa) es ne-
cesario tomar en consideracion su pérdida en este medio, pues habra una disminucion
en la dosis encapsulada. Uno de los parametros para describir la naturaleza lipofilica o
hidrofilica de un compuesto quimico, y para hacer predicciones del comportamiento en
cada fase es el coeficiente de particion Kp, el cual se expresa como el cociente entre
la solubilidad del compuesto determinado en cada una de los liquidos inmiscibles que
conforman la emulsion.

En el caso de compuestos farmacéuticos, el coeficiente de particion es determinado
en medios de n—etanol / agua, por la importancia de estas moléculas en los procesos
bioldgicos. El coeficiente de particidon nos dan informacion sobre el comportamiento
de la molécula en cuanto a permeabilidad a través de membranas bioldgicas. En estu-
dios sobre la farmaco-cinética, el coeficiente de particion expresa el comportamiento de
propiedades como absorcidn, distribucion, metabolismo y excrecion del farmaco en el

organismo. Es util para estimar la distribucion del farmaco dentro del cuerpo, por ejem-



plo, en el caso de farmacos hidrofébicos con altos coeficientes de particion tendran una
tendencia a ubicarse en los compartimientos hidrofébicos de la célula como las bica-
pas lipidica, mientras que farmacos hidrofilicos (coeficientes de particion menores) se
encuentran mas tiempo en el suero sanguineo [3].

Farmacos con coeficientes de particion log P, menores a 1.72 estan clasificados con
baja permeabilidad, mientras que valores arriba o iguales a este valor son conside-
rados como altamente permeables [16]. Este antecedente nos permite discernir entre
el uso de emulsiones simples o complejas para encapsular farmacos hidrofobicos o
hidrofilicos, segun sea el caso y el método en que desee ser admnistrado.

(2) Una vez preparada la emulsion, las propiedades del estado solido del farmaco
(e.g. grado de cristalinidad, estabilidad de la estructura, temperatura de fusion) determi-
naran su estabilidad dentro de las particulas durante la formacion (solidificacion de go-
tas) y la liberacion desde las mismas. Durante la encapsulacion, el farmaco es disuelto
en la fase dispersa y una vez encapsulado este puede estar presente en las particulas
como una disolucion solida, una dispersion o formar regiones amorfas y cristalinas en
la matriz polimérica.

Otra caracteristica a tomar en cuenta son las interacciones del farmaco con el
polimero. Para el PLGA, la presencia de grupos amino en los farmacos, especialmente
en el caso de aminas primarias en los péptidos, se ven afectadas por reacciones de
acilacion como consecuencia de la degradacion del polimero [30].

Por otra parte, en la liberacién, la interaccion farmaco-PLGA toma relevancia si afec-
ta el mecanismo de degradacion del polimero. Los farmacos cuyos grupos principales
son las aminas se caracterizan por catalizar la degradacién del poliéster, incrementan-
do la velocidad de degradacién [27]. Ademas en el caso de interacciones fuertes de
farmaco con los grupos carboxilo del PLGA, la cantidad de farmaco encapsulada llega
a aumentar, sin embargo, por la fuerza de este tipo de interacciones, la liberacidn sera

mas lenta [42].



1.6.2. Efectos de los parametros de la emulsificacion
Caracteristicas de la fase dispersa y continua

Usualmente, el estudio de estos efectos se enfoca en el andlisis de la fraccion de
volumen utilizada para cada fase y su viscosidad.

Una mayor viscosidad de la fase dispersa es alcanzada incrementando la concen-
tracion o el peso molecular del PLGA. Al incrementar la viscosidad, el tamano de las
particulas incrementa exponencialmente y la eficiencia de encapsulacion mejora. De la
misma manera, una concentracion de polimero mayor resulta en una solidificacion mas
rapida del polimero [4].

Por otra parte, el efecto de la viscosidad en la fase dispersa no suele ser estudiado
debido a que este parametro dificultaria la recuperaciéon de las particulas en el ulti-
mo paso de la metodologia. Al aumentar la concentracion de emulsificante, se vuelve
mas complicado retirar el sobrenadante de la fase continua y recuperar las particulas
fabricadas.

Sin embargo, en el caso de la encapsulacion por emulsidn, es necesario considerar

los siguientes factores:

1. Concentracion de saturacion del farmaco en el disolvente organico.

2. Latendencia del polimero a expulsar el farmaco: durante la etapa de solidificacion
de las particulas, el PLGA se encoge de manera que la cantidad de farmaco por
volumen aumenta, y el limite de saturacién del polimero se alcanza mas rapida-

mente.

3. Una alta dosis encapsulada tiende a producir particulas con irregularidades en su
superficie, esto provoca que el farmaco se filtre a través de estas imperfecciones

de la particula y provoque bajas eficiencias de encapsulacion.



Emulsificacion

En una emulsion comunmente se aplican fuerzas de corte para la formacion de
gotas, por lo tanto el incremento de estas fuerzas (e.g. aumentando la velocidad de
agitacion, potencia de un homogeneizador) resulta en tamanos de gota mas pequenos,
sin embargo, por efectos como la cavitacion y el poco control en el uso de equipos
homogeneizadores (e.g. sonicacion), la polidispersidad (diferencia en tamano de las
gotas) tiende a aumentar.

El método de emulsificacion mas utilizado es el de sonicacion, el cual consiste en
la propagacion de ondas de ultrasonido a través de un liquido con el fin de comprimir
y expandir el espacio entre las moléculas del liquido que conforman en este caso, a la
emulsion. Cuando la distancia minima entre moléculas para mantener el liquido intacto
es superada, ocurre el fendbmeno de cavitacion, donde se alcanzan altas temperatu-
ras y presion en el sistema a esa escala provocando la formacién y colapso perioédico
de burbujas. Este fenédmeno incrementa con la presién hidrostatica, pureza del liquido
donde se aplique, la tension superficial y la frecuencia aplicada. [7]. Los equipos mas
utilizados para la aplicacion de sonicacién son los banos de ultrasonido y sonicadores
de punta, figura[f.9

En banos de ultrasonido, el efecto de cavitacion tiene una menor fuerza y las ondas
ultrasénicas no se propagan de la misma manera debido a que no esta en contacto
directo con el liquido. Por otra parte, la sonicacion aplicada con puntas esta en contacto
directo con el liquido provocando que la cavitaciéon ocurra en una zona mas especifica,
donde es mas intensa [12], provocando que el tamarno de las gotas formadas disminuya.
El tamano de gota fina obtenido por estos métodos dependera de las caracteristicas
del equipo utilizado (e.g. la diferencia de potencial, diametro de la punta utilizada ) y las
caracteristicas del proceso de emulsificacion (e.g. tiempo de sonicacion, cantidad de
fase dispersa, tipo y concentracion de emulsificante utilizado). En general, se modifica el
tiempo de sonicacion para el control de tamano de gota en la formacion de emulsiones,
donde un mayor tiempo de sonicacion resulta en un tamano menor de gota [2].

El control en el tamano de gota de una emulsion esta directamente relacionado con
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Figura 1.9. Equipos para aplicacion de sonicacion en emulsiones.

la biodisponibilidad de las particulas finales obtenidas. En el caso de las particulas de
PLGA administradas via parénteral es necesario que el rango de tamano se encuentre
entre 20 - 100 um, por otra parte tamanos de particula menores a 5um son utilizadas
cuando las particulas desean ser administradas en el sistema respiratorio o directa-
mente en las células fagociticas, figura[1.10][31].

Ademas la viscosidad de la fase dispersa debe ser considerada debido a que la for-
macion de las gotas es controlada por fuerzas de inercia, las cuales a su vez dependen
de la viscosidad del liquido. Una mayor viscosidad requerira de mayor intensidad en las
fuerza aplicadas para obtener determinado tamano de particula. Una mayor viscosidad
de la fase dispersa se obtiene aumentando la concentracion de polimero o su peso
molecular, y este a su vez, incrementara el tamano de particula [25].

Por otra parte, el efecto del tamano de particula también influira en el perfil de libe-
racién del compuesto. Fuminori [11], estudié este efecto con la fabricacién de particulas

monodispersas de PLGA, con diametros de 1.3, 2.2, 5.2 y 9 um. Para las particulas con
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Figura 1.10. Diagrama de la distribucion de particulas en el sistema respiratorio.

tamarnos menores (1.3 y 2.2 um) se liber6 hasta el 90 % de la DE en los primeros 20
dias, mientras que para particulas mas grandes (5.2 y 9.2 um) solo se liber6 el 75 % en

el mismo periodo de tiempo.

Efecto de la temperatura y presion

En la seccion se hizo referencia a la velocidad de evaporacion del disolven-
te y sus efectos. Otra forma de acelerar ese proceso es mediante el incremento de
la temperatura, sin embargo, el manejo de temperaturas elevadas en la extraccion del
disolvente resulta en un incremento de la porosidad de la particula y por lo tanto en me-
nores dosis encapsuladas debido a que el flujo del disolvente a través de la la interfase
es mas rapida y provoca irregularidades en la solidificacion de la particula, causando
fracturas [42] (ver figura[1.7).

Asimismo, para seleccionar la temperatura de extraccion del disolvente es necesario
tomar en cuenta la posible desnaturalizacion del farmaco encapsulado, la temperatura

de ebullicion del disolvente y en el caso del PLGA, la temperatura de transicion vitrea,



pues el mal manejo de estos parametros ocasionaran una baja eficiencia de encapsu-
lacion.

En el caso de la presion, en recientes estudios [28] para la encapsulacién de macro-
moléculas en P-PLGA solo se ha analizado el uso de presién reducida para disminuir
el tiempo de evaporacion del disolvente, sin embargo, la eficiencia de encapsulaciéon

disminuia en ese caso.

1.7. Encapsulacion de farmacos ATB

Historicamente, la encapsulacion de farmacos ATB comenzé a finales del siglo XX
como una respuesta para resolver el abandono del tratamiento por parte del paciente
debido a su larga duracion. Este tratamiento mejorado consistié principamente en la
busqueda de nuevas rutas de administracion, lo que disminuye las dosis requeridas, la
toxicidad de los farmacos administrados y sobre todo, aumenta la concentracion de los
antibidticos en el sitio de interés [38].

Las principales rutas de interés para la fabricacion de particulas en la mejora del
tratamiento de la tuberculosis son la administracion via oral, parénteral y pulmonar
(particulas inhalables). Este ultimo de mayor interés debido a que el 80 % de los ca-
sos de tuberculosis afectan principalmente a los pulmones, por lo tanto, los reservorios
de los antibi6ticos son destinados principalmente a ser entregados en las células ma-
crofagociticas de los alvedlos pulmonares, donde reside la bacteria M. tuberculosis.

Diferentes tipos de particulas inhalables han sido creadas a partir del polimero
PLGA, ya que no muestra efectos toxicos ni inflamacion en los pulmones después de
ser aplicado ya sea a micro escala o nano escala [37], ademas del control y duracion
en la liberacion del farmaco encapsulado después de ser administradas, pues en varios
estudios se concluye que la concentracion del farmaco en el plasma sanguineo perdura
durante largos periodos de tiempo. La mayor parte de estos estudios mencionados en
la tabla se enfoca en la fabricacién de particulas como polvos secos que puedan

ser dispersados como aerosoles para posteriormente ser administrados por las vias



Tabla 1.6. Reservorios propuestos y evaluados para la entrega de farmacos ATB utili-
zando PLGA.

Reservorio Polimero Farmacos encapsulados Ventajas Referencias

Muestra una eliminacion efectiva [33],
Rifampicina, de la bacteria TB, [24],
Particulas | PLGA isoniazida, altas concentraciones en el plasma [15],
poliméricas pirazinamida. por tiempo prolongado, [371,
buena dispersabilidad. [32]

Aumento en la
Lectina/PLGA | Rifampicina. biodisponibilidad [10]

del tratamiento.

respiratorias.

Como puede verse en la tabla[1.6]la mayor parte de los reservorios fabricados con
PLGA estan destinados a la encapsulacion de la rifampicina, principalmente por las pro-
blematicas de permeabilidad y toxicidad anteriormente mencionadas. La mayor parte
de los tratamientos que involucran este farmaco son admnistrados via oral, sin embar-
go, la bacteria suele estar protegida por tejidos fibrosos en los pulmones, dificultando

la absorcién del farmaco en esa zona y disminuyendo el efecto bactericida.

Encapsulacion de rifampicina en P-Poliméricas

En el caso de los farmacos de primera linea, como se muestra en la tabla [1.1]
la rifampicina ha causado un mayor interés por las problematicas relacionadas con la
solubilidad, absorcion en el cuerpo y biodisponibilidad, y en los Gltimos afos se han
enfocado en el estudio de las técnicas de encapsulacion de este farmaco para mejorar
su farmaco-cinética y optimizar el tratamiento terapéutico.

La rifampicina es un antibiético semi sintético de amplio espectro, utilizado para el
tratamiento de la tuberculosis. Fue desarrollado por el laboratorio Dow-Lepetit (Milan,
ltalia) en 1965, y fue introducido para su uso terapéutico en 1968. Algunas de sus
propiedades fisicoquimicas se describen en la tabla[1.7]

En disolucion, la rifampicina se comporta como un compuesto zwitterion, es decir,



es una molécula eléctricamente neutra pero con cargas formales positivas y negativas
sobre atomos diferentes. Su comportamiento acido (pKa = 1.7) esta asociado a sus
grupos hidroxilo, mientras que su funcién basica (pKa = 7.9) esta relacionada con el
grupo piperazina-nitrégeno, figura[T.11]

La rifampicina se considera un compuestro hidrofébico, por lo que suelen utilizarse
métodos que involucren emulsiones con disolventes organicos para su encapsulacion
ya que presenta una mayor solubilidad y estabilidad en estos, tabla[1.8] Sin embargo, la
rifampicina es ligeramente soluble en agua y esta solubilidad es dependiente del pH y la
temperatura. Su solubilidad en agua a 25°C es aproximadamente de 0.1 g/mL a un pH
2.0, 0.004 g/mL a un pH de 5.3, y aproximadamente 0.0028 g/mL a un pH 7.5 [18]. No
obstante, en disoluciones acuosas la rifampicina es altamente inestable. A pH bajos (2 -
3) la rifampicina es hidrolizada en 3-formyl-rifamycin SV y 1-amino-4-metil-piperazina; y
en medios alcalinos la rifampicina tiende a oxidarse en rifampin-quinona. Estas propie-
dades tienen efecto en la farmaco-cinética y dificultan la biodisponibilidad del farmaco.
Ademas la rifampicina suele ser incomoda para los pacientes por la coloracion roja que
causa en la orina, esputo y lagrimas. Otros efectos comunes son complicaciones gastro
intestinales, fallas hepaticas y algunos efectos en el sistema nervioso como mareos, vi-
sién borrosa y nauseas. Para disminuir estos efectos, suele administrarse acomparnada
de otros farmacos como la isoniazida. La encapsulacion de rifampicina en particulas

poliméricas inhalables han mostrado diversas ventajas [19] como:

m Administracién no invansiva

Penetracion de los tejidos fibrosos de los pulmones

Evita que sea metabolizada via hepatica

Efectivo contra la bacteria que se encuentre en la periferie del sistema respiratorio.

Altas concentraciones de rifampicina en el revestimiento epitelial y la mucosa

bronquial.



Estas nuevas capacidades permiten aminorar efectos secundarios y hacer mas
comodo el tratamiento contra la tuberculosis, evitando que el paciente abandone el
tratamiento y por ende, la resistencia a la rifampicina disminuya.

Un estudio llevado a cabo por O’ Hara y Hickey [31] compar6 la produccién de micro-
particulas cargadas con rifampicina inhalables utilizando el polimero PLGA mediante el
método de emulsion por extraccion, y por otro lado utilizando el método spray drying;
con el fin de definir parametros para predecir el perfil de liberacion y la eficiencia de en-
capsulacion. Los parametros estudiados fueron: concentracion de surfactante, volumen
de la fase dispersa, cantidad de farmaco en la fase dispersa, volumen de la fase con-
tinua y temperatura de evaporacién. Donde concluyeron principalmente los siguientes

efectos de manera general para ambos métodos:

= La disminucién del volumen del disolvente de la fase dispersa por debajo de 3
mL y el incremento del farmaco mas alla de 100 mg resuelta en una mayor dosis

encapsulada y menor tamano de particula.

= Conforme menor sea el tamano de las moléculas del farmaco a encapsular, se

observa una mayor concentracion en la superficie de las particulas.

» La porosidad de la particula es un determinante mayor en el area total de la su-

perficie que el tamano de particula.
= Un tamano de particula menor provoca una liberacion mas rapida.

» |La porosidad interna en la particula aumenta utilizando una menor cantidad de

polimero en la fase dispersa.

Finalmente, reportan tamanos irregulares para el méodo de spray drying y tamanos
mas definidos con el método de emulsién por extraccion de disolvente. Concluyeron
que la diferencia en la morfologia de la particula es un factor que contribuye en el initial
burst durante la liberacion (el cual fue mayor en el caso del método spray drying).

Anos mas tarde, Pandey y Khuller en 2003 [33] investigaron la encapsulacion de

los antibidticos ATB de primera linea en nanoparticulas preparadas por el método de



Tabla 1.7. Propiedades fisicoquimicas de la rifampicina.

Nombre compuesto | Rifampicina
Férmula C43H58N4012

Masa molecular 822.94 g/mol

Altamente soluble en DMSO,medianamente soluble en etil acetato,
Solubilidad metanol, tetrahidrofurano, diclorometano.

Ligeramnte soluble en acetona y agua.

Dependencia con pH | pKa’s: 1.7 para 4-hidroxi y 7.9 para el 3-piperazin nitrogeno, figura|1.11

emulsion por extraccion de disolvente utilizando al poli(D,L-acido lactico co glicdlico), y
comprobaron su potencial terapéutico probando en modelo conejillos de India. Tuvieron
una eficiencia de encapsulacion del 56.9, 66.3 y 68.0 % para rifampicina, isoniazida y
pirazinamida, respectivamente, para particulas con tamanos entre 186 y 290 nm.

Pese a los diversos estudios con rifampicina, pocos autores mencionan de manera
sistematica el estudio de la encapsulacion de este farmaco, pues solo se encuentra
informacion de casos particulares donde se concentran mas en el estudio biologico de
la fabricacién de particulas.

El presente proyecto tiene como objetivo la optimizacion mas sistematica de la en-
capsulacion de farmacos hidrofébicos como la rifampicina siguiendo la metodologia de
Pandey, la cual mostré un mayor rendimiento para la rifampicina, para su encapsulacién
en PLGA , y posteriormente, aplicar la metodologia mejorada en la encapsulacién de

otros compuestos activos contra la tuberculosis.

1.8. Posibles compuestos ATB

A partir del ano 2000, se ha enfocado el estudio de posibles compuestos con pro-
piedades antibidticas. Se ha utilizado la quimica informatica para la identificacion de
compuestos activos, la seleccidn de estos y la optimizacién de su sintesis. Katsuno y
su equipo han publicado un resumen de los criterios a considerar para el desarrollo de

nuevos compuestos activos contra la tuberculosis, entre los que podemos destacar:



CHs3

Figura 1.11. Estructura quimica de la rifampicina.

Tabla 1.8. Solubilidad de la rifampicina en distintos disolventes organicos.

Disolvente organico Solubilidad
(mg/mL)
Alcohol metilico 39
Alcohol etilico 5
Acetona 14
Cloroformo 39
Diclorometano 216
n-Hexano 0.43
Dimetil sulfoxido ~ 100




= indice de selectividad SI>10
= Concentracion inhibitoria minima (MIC) menor a 10 uM

= Propiedades antibioticas

Otro criterios utilizado para determinar si un compuestos es considerado como un
posible agente ATB, es su actividad contra M. tuberculosis que haya presentado re-
sistencia a alguno de los farmacos ATB, como isoniazida o rifampicina, lo que indica
un nuevo mecanismo de accion distinto a los que esos farmacos presentan. Martinez
[26] definié en sus estudios que el efecto ATB de algunas moléculas depende de la
aromaticidad del anillo en los heterociclos, especificamente si existe un grupo amida y
si el anillo en si posea baja aromaticidad (fenilo < tiofeno < pirrol < furano). Un grupo
de compuestos, estudiados por este autor, como posibles precursores para la sintesis
de nuevos compuestos ATB son las benzoazepintionas. Estas moléculas consisten en
un tipo de biciclos que poseen en su estructura el anillo de benceno fusionado a una
tiolactama de 7 miembros. Se ha descrito que las benzoazpintionas 1-4, figura [1.12
presentan actividad inhibitoria de transporte de poliaminas, las cuales participan en la
regulacion metabdlica de algunas bacterias [1]. Martinez et al hacen uso de las carac-
teristicas estructurales y las emplean como bloques de construccién modificando los
grupos que la conforman, volviendolas benzoazepintionas mas complejas con distintas
propiedades antibidticas contra tuberculosis. Un ejemplo fue la molécula sintetizada por
Becerra y Martinez [1], la 7-(2-cloroetoxi)-1,3,4,5.tetrahidro-2H-benzo[b]azepin-2-tiona
(compuesto 37), figura[1.13] la cual mostré actividad contra la tuberculosis con un valor
de concentracion minima inhibitoria (MIC) de 7.8 ug/mL, donde la adicion del grupo

cloro aumenta su actividad ATB.

1.9. Caracterizacion de P-PLGA

La caracterizacion de las particulas poliméricas consiste en el analisis fisico y quimi-

co para conocer las principales propiedades del material. Esta caracterizacion es fun-
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el transporte de

poliaminas

Figura 1.12. Actividad bioldgica reportada para la benzoazepintionas sustituida como

se indica.

ZI

CI\/\
0
MIC = 7.8 ug/mL

Figura 1.13. Compuesto 37 con actividad anti tuberculosis.



damental para optimizar el proceso de fabricacion de particulas.

En la elaboracion de particulas poliméricas de PLGA, la caracterizacion fisica con-
siste en determinar la morfologia de las particulas obtenidas. La técnica mas utilizada
para llevar a cabo este tipo de andlisis es la miscroscopia electronica de barrido SEM,
con la cual se caracterizan la forma, distribucion y agregacion de las particulas.

Por otro lado, los estudios para determinar la eficiencia de encapsulacion y el perfil
de liberacién se fundamentan en el analisis espectrofotométrico de medios que conten-

gan a las particulas.

1.9.1. Microscopia electronica de barrido

La microscopia electrdnica de barrido se basa en la emision de electrones desde un
catodo de tungsteno que pasan a través de una columena a la que se ha hecho un vacio
de alrededor de 107 torr. Este haz de electrones es concentrado por una serie de lentes
electromagnéticas hasta ser llevado a un area de la muestra a analizar. Cuando el haz
de electrones impacta la superficie de la muestra, se producen electrones secundarios
los cuales amplifican la informacidn sobre la muestra. Estos electrones secundarios son
captados por un detector y procesados como fotones, los cuales dan lugar a la imagen
obtenida.

En esta clase de microscopios, las muestras no conductoras (e.g. polimeros, mues-
tras organicas, vidrios) son recubiertas con metales (e.g. carbono, oro) para evitar carga
eléctrica y dano por radiacion, lo que permite mayor precision en la observacion.

La ventaja del uso de estos equipos son la alta resolucion de las imagenes (hasta

100 A) y la sencillez en la preparacién de las muestras.

1.9.2. Espectrofotometria de UV-visible

La espectrofotometria esta basada en la absorcion de luz por una sustancia, lo que
genera informacion sobre las transiciones electronicas del material analizado. Cada

material se caracteriza por la presencia de transiciones electronicas, las cuales ocurren



por efecto de la luz absorbida a distintas longitudes de onda. Cada molécula tiene las
transiciones electronicas caracteristicas lo que da informacion sobre la identidad de la
muestra y resulta util en la determinacién cualitativa y cuantitativa de compuestos que
absorban luz en determinadas regiones del especitro.

La region UV- visible comprende el rango de longitudes de onda de 195 a 780 nm del
espectro. Dentro de este rango se encuentran compuestos que presentan color visible
por el ojo humano o absorben en el rango UV.

La relacion entre el haz de fotones incidente y el transmitido por la muestra, es la

Ley de Lambert-Beer:

Donde A representa la absorbancia (energia absorbida por la muestra), ¢ es el co-
eficiente de extincidén con valores especificos para cada compuesto, I, la intensidad de
luz que incide perpendicularmente sobre un compuesto quimico a analizar. El valor I,
es la intensidad de la luz transmitida (no absorbida por la muestra) detectada por el
espectrofotometro. Cuando la intensidad incidente y transmitida son iguales, la trans-
mitancia es del 100 % e indica que la muestra no absorbe a determinada longitud de
onda, y el valor de la absorbancia es log(1)=0.

La ecuacién expresa que la absorcion de energia por parte de una sustancia a
una longitud de onda determinada es proporcional a su concentracién, esta ecuacion se
cumple para disoluciones diluidas. Para concentraciones mas altas se deben considerar
efectos de dispersion de luz, agregacion, cambios en el medio, entre otros, los cuales

cambian el valor de .



Capitulo 2

Objetivos

2.1. Objetivos generales

Obtencion de una metodologia optimizada para la fabricacion de particulas con base
en el poli(D,L acido lactico-co-glicolico) PLGA, cargadas con sustancias hidrofobicas
activas contra la tuberculosis, que posean una liberacion prologanda a través de las

particulas.

2.2. Objetivos particulares

= Estudio de la metodologia de obtencién de P-PLGA cargadas con farmacos hi-
drofdbicos con actividad antituberculosis para determinar los principales parame-

tros que afecten en el proceso.

» Caracterizacion cuantitativa de la eficiencia de encapsulacion y dosis encapsula-

da del método para determinar el efecto que tienen los parametros del proceso.

= Aplicacion de la metodologia optimizada en la encapsulacion de nuevos compues-
tos activos contra la tuberculosis sintetizados por el departamento de Quimica

Organica del Instituto de Quimica, UNAM.
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Capitulo 3

Metodologia

La metodologia puede ser resumida en las siguientes etapas:

Etapa 1 Elaboracion de particulas mediante la técnica de extraccion de disolvente para la
encapsulacion de rifampicina y el compuesto 7-metoxi-3,4-dihidroquinolina-2(1H)-
tiona (SB38).

Etapa 2 Caracterizacion de particulas. Mediante el uso de técnicas de Microscopia Opti-
ca y Microsocopia Electronica se obtiene informacion sobre tamano y morfologia
de particula. Utilizando técnicas de espectrofotometria, la concentraciéon del com-
puesto encapsulado es calculada para determinar la eficiencia de encapsulacion

y a partir de este parametro seleccionar las variables con mayor impacto.

Etapa 3 Variacion de los parametros principales definidos. Esta etapa tiene como objetivo
el estudio del efecto de las condiciones de fabricacion en la eficiencia de encap-

sulacion.

Etapa 4 Estudios de liberacion del compuesto encapsulado a través de las particulas ob-

tenidas.

Estas etapas estan relacionadas entre si con el objetivo de determinar un intervalo

de condiciones éptimas para la aplicacion del método de emulsién por extraccion de di-
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solvente en el encapsulamiento de otros compuestos hidrofébicos con actividad contra

la tuberculosis, tomando como base el farmaco rifampicina.

3.1. Fabricacion de particulas poliméricas cargadas

Las particulas fueron preparadas mediante emulsion por extraccion de disolvente.
Esta técnica consiste en la preparacion de una emulsion simple de disolvente organico
en agua (o/w) compuesta de la siguiente manera:

Fase dispersa.

Para la preparacion de la fase dispersa (0), los reactivos utilizados fueron: polimero
poli( DL &cido lactico - co - glicélico), PLGA con una composicién de acido lactico :
acido glicdélico de 50:50 Resomer RG Mw 54,000 - 69,000 (Sigma Aldrich), el disolvente
organico volatil diclorometano anhidrido > 99.8 % (Sigma Aldrich) el cual tiene una
temperatura de ebullicion entre 39.8 y 40.0 °C.

Debido a las propiedades hidrofobicas de los compuesto utilizados, estos son incor-
porados en la fase dispersa. El farmaco base utilizado fue rifampicina en polvo > 97 %
grado HPLC (Sigma Aldrich).

Para simplificar la informacién de las muestras realizadas, se determiné el coeficien-
te Omega 2 que expresa la relacion entre la masa del compuesto encapsulado (my) y
la masa polimero PLGA (m,,)

_ "y

Q= (3.1)

mp

Un valor menor de Q2 < 1 indica que se utilizé una menor cantidad de compuesto
que de polimero, asi como un valor mayor a uno indica mayor cantidad de polimero
utilizado. Un valor de © = 1 indica una relacion 1:1 en masa entre el farmaco y el
polimero disueltos en la fase dispersa (0).

Fase continua. En este caso, se utilizé una disolucion fija de poli(vinil alcohol) (PVA)
Mw 13,000-23,000 86-89 % hidrolizado (Sigma Aldrich) al 1 % masa/volumen en agua
grado Milli - Q.



El proceso de elaboracién de las particulas consiste en la emulsificacion de la fase
continua y dispersa utilizando un homogeneizador ultrasénico.

Posteriormente, el disolvente diclorometano es evaporado y debido a la naturale-
za hidrofobica del polimero utilizado, las gotas formadas en la emulsidon se solidifican
formando particulas.

Después de la extraccion del disolvente las particulas son recuperadas mediante
centrifugacion a 9000 rpm, utilizando agua milli Q fria (10 °C) entre cada lavado. Final-
mente, las particulas recuperadas son dispersadas en un volumen de 2 mL de agua

MQ y congeladas a -20 °C para posteriormente ser secadas mediante liofilizacion, figu-

ra[31l

- il

Fase oleosa: @ Lavados y O

DCM, PLGA, ~——— | Liofilizacion

Compuesto O O
——> —

S Particulas secas

Sonicacion

Evaporacion del
disolvente

Fase acuosa:
PVA 1%

Figura 3.1. Fabricacion de particulas cargadas con compuestos ATB mediante emulsion

por extraccion de disolvente.



3.2. Parametros de fabricacion estudiados

Los parametros iniciales se basaron en la metodologia descrita por Pandey [33]

como muestra la tabla 311

Tabla 3.1. Comparacion de condiciones utilizadas para el estudio.

Parametros utilizados por
Pandey,[33]

Parametros iniciales seleccionados

8 mL fase continua Vw

10 mL fase dispersa Vo

(relacion polimero- farmaco 1:1 en masa)
3min de ultrasonicacion

Particulas recuperadas por centrifugacion
a 8 000 - 10 000rpm, 15min.

Lavados 3 veces con agua destilada y secadas

9 mL fase continua Vw

1 mL fase dispersa Vo

(relacion polimero-farmaco 1:1 en masa)
3 min de ultrasonicacion,

Particulas recuperadas por centrifugacién
a 9000 rpm, 40 min.

Lavados 3 veces con agua destilada y secadas

a vacio.

por liofilizacion.

La relacién 1:1 en masa descrita en la tabla es el equivalente a un valor de
Q=1
A continuacidn, se describen los parametros estudiados para la optimizacién de la dosis
encapsulada y la eficiencia de encapsulacion utilizando rifampicina como compuesto a

encapsular.

3.2.1. Temperatura de extraccion del disolvente

Mediante la variacion de este parametro se determinara una temperatura de trabajo
Optima para la extraccion del disolvente diclorometano, tomando en cuenta la energia
requerida para el proceso, la temperatura de transicion vitrea del polimero utilizado y
la temperatura de ebullicion del disolvente. Una vez realizado esto, el parametro de
temperatura se mantuvo constante en el analisis de los parametros posteriores.

Las condiciones que se mantuvieron constantes para el estudio de la temperatura de

extraccion son las descritas en la tabla[3.1]y el intervalo de temperatura de extraccion



analizadas se describen en la tabla[3.2

Tabla 3.2. Variacion de la temperatura de evaporacion del disolvente.

Temperatura de

Muestra
evaporacion del disolvente
CR18 25°C
CR21 25°C|!
CR19 32°C
CR20 50°C

En el caso de las muestras CR19 Y CR20, se utiliz6 un bano maria para mantener
la temperatura de extraccion deseada, mientras que para las muesteras CR18 y CR21,
la temperatura indicada en la tabla [3.2 es aquella medida en condiciones normales de

cuarto de trabajo, también referida como temperatura ambiente.

3.2.2. Relacion farmaco-polimero en la fase dispersa

El objetivo del estudio de la relacién de cantidad de farmaco y polimero utilizado fue
determinar un intervalo en el cual la eficiencia de encapsulacion y la dosis encapsulada
incremente. Se utilizé principalemente el valor del factor  (ecuacion para una
mejor visualizacion de esta tendencia.

Las condiciones que se mantuvieron constantes en este caso fue el volumen de
fase oleosa y fase acuosa utilizado, el tiempo de sonicacién, el nimero de lavados,
la temperatura de extraccion del diclorometano, asi como las condiciones de lavado y
secado por liofilizacion.

El rango de valores utilizados para el analisis de (2 fue de 0.2 a 2.0, tabla[3.3

"Condiciones de vacio



Tabla 3.3. Condiciones para el estudio del efecto del valor de €.

Muestra | ©2 (mg/mg)
PR1 0.2
PR3 0.6
PR5 1.0

PR32 1.5
PR33 2.0

3.2.3. Lavados de la muestra

Debido a la posible presencia de farmaco en la superficie de las particulas, se in-
cluyd el numero de lavados de muestra como un parametro variable. Las condiciones
fijas fueron las siguientes: Vo = 1 mL, Vw = 1 mL, tiempo de sonicacién = 3 min, y una
temperatura de evaporacion de disolvente de 50°C. El niumero de lavados estudiados
en esta seccion se muestran en la tabla[3.4] Cada lavado tuvo una duracion de 40 min,
a una velocidad de 9000 revoluciones por minuto (rpm), se utilizé agua Milli-Q a 10 °C.
El volumen de agua utilizado entre cada lavado fue de 20 mL, la muestra fue dispersada
en una bano de ultrasonido entre cada lavado.

Finalmente, las muestras fueron dispersadas en un volumen de 2 mL, y fueron se-

cadas mediante liofilizacién.

Tabla 3.4. Variacién en el nUmero de lavados de muestra.

Muestra | mg PLGA | @ | Lavados
CR3 60.3 0.5 8
CR8 61 0.5 4

PR38 30.4 1 4
CR27 29.0 1 2




3.2.4. Volumen de fase dispersa en la emulsion

Las condiciones fijas para el estudio de la relacion de volumen entre la fase dispersa
y continua fueron: © = 1, tiempo de sonicacién (tabla[3.1), condiciones de lavados (tabla
3.1]y secado por liofilizacion. Los volumenes utilizados para el estudio de este parame-
tro se describen en la tabla[3.5] manteniendo constante un volumen total (Vo+Vw) igual
a 10 mL para poder comparar los resultados con las muestras anteriormente sintetiza-

das.

Tabla 3.5. Efecto de la variacion del volumen de fase dispersa Vo y fase continua Vw.

Muestra | Vo Vw
PR5 1mL|9mL
PR41 |2mL | 8 mL
PR42 | 3mL | 7mL
PR43 |4mL | 6mL
PR45 |6mL | 4 mL

3.2.5. Tamano de particula

La emulsificacion mediante procesador ultrasénico permite controlar el tamano de
las gotas formadas dependiendo de la amplitud, tiempo y potencia del equipo utiliza-
do. Para este proyecto, se utilizé el equipo dejando fijas las condiciones de potencia
y porcentaje de amplitud, 100 W y 20 % respectivamente, de acuerdo a las indicacio-
nes del equipo con respecto al volumen a homogeneizar y el tipo de punta utilizada. El
parametro estudiado para variar el tamano de particula obtenido fue el tiempo de soni-
cacion, ya que se espera que al modificar el tamano de las gotas al formar la emulsion,
el tamano de las particulas sélidas cambie.

Por otro lado, para la obtencién de gotas mas grandes en la emulsién se utilizd
la técnica de microfluidica, la cual consiste en la elaboracion de canales a escala mi-

cromeétrica con los cuales se obtienen gotas con determinado tamano y homogeneidad,



en este trabajo se emple6 un chip pre - fabricado cuyas caracteristicas se muestra en
laimagen 3.2, donde la velocidad de entrada de la fase dispersa a los canales es de 20

mL/h utilizando una bomba de inyeccion, figura[3.3|

[ -Salida de fase oleosa
160 pm
®
.—— -Entrada fase oleosa
80 pm

Figura 3.2. Molde del microchip para fabricacion de gotas de fase oleosa por micro-

fluidica.

Las condiciones fijas para el estudio del efecto del tamano de particula fueron las
siguientes: 2 = 1, volumen en la fase oleosa y acuosa (1 mL DCM, 9 mL PVA 1%),

numero de lavados y condiciones de secado como se indican en la tabla [3.1]

Tabla 3.6. Condiciones de homogenizacion para el estudio del efecto de tamano de

particula.

Muestra | Condiciones de homogenizacién

CR29 1 min sonicacion ultrasdnica

CR27 3 min sonicacién ultrasdnica
MC2 Microchip 20 mL/h




Fase dispersa

—
- 20 mL/h
°c° ©

Fase continua

Figura 3.3. Esquema del montaje para fabricacion de particulas mediante microchip.

3.2.6. Uso de otros compuestos activos contra la Tuberculosis

Una vez determinados los parametros que presenten una mejor eficiencia de en-
capsulacion, se procede a la fabricacion de particulas cargadas con otro tipo de com-
puestos que tengan propiedades hidrofobicas y sean activos contra la tuberculosis. En
este caso se utilizdé el compuesto 7-metoxi-3,4-dihidroquinolina-2(1H)-tiona (Compues-
to SB38, figura[3.4]) el cual también es soluble en diclorometano. Este compuesto fue
enviado al Instituto de Investigaciones Biomédicas para la identificacion de su actividad
inhibitoria contra la M. tuberculosis y establecer la concentracion a la cual se inhibe el
50 % del crecimiento bacteriano (IC5,) y la concentracion minica inhibitoria (MIC) so-
bre la cepa M. tuberculosis H37Rv ATCC 27294 aplicando el método de reduccién por
resazurina [35]. Los resultados se muestran en la tabla[3.7]

Como se ve en la tabla anterior, el compuesto SB38 es deficiente en la inhibicion de
la cepa de M. tuberculosis, sin embargo, como se menciona en el marco tedrico, esta
molécula es util como precursor para nuevos compuestos ATB por lo que se concluye
que es conveniente utilizarlo para analizar su comportamiento desde un punto de vista

fisicoquimico dentro de las particulas de PLGA como compuesto hidrofébico.



Tabla 3.7. Valores obtenidos de actividad inhibitoria del compuesto SB38 y rifampicina.

IC; MIC

(ng/mL) | (ng/mL)
Rifampicina | >1000 0.06

SB38 221 250

O H S

s

Compuesto

Figura 3.4. Estructura quimica del compuesto SB38.

Se compararon las eficiencias de encapsulacion obtenidas con el compuesto SB38
y aquellas obtenidas con el farmaco base rifampicina, las condiciones estudiadas en
el caso del compuesto SB38 se describen en la tabla [3.8] Las condiciones fijas para
su fabricacion fue el volumen de fase dispersa y fase continua (Vo = 1mL, Vw = 9mL),
tiempo de sonicacion de 3 min, temperatura de evaporacion a condiciones ambiente
(25°C, presion atmosférica). La recuperacion de las particulas fue mediante centrifu-
gacion mediante 3 lavados de muestra con una duracion de 40 min cada uno a 9000

rpm.

3.3. Caracterizacion de particulas obtenidas

A continuacion se describen los estudios realizados de caracterizacion fisica y quimi-

ca de las particulas obtenidas.



Tabla 3.8. Tabla de condiciones variables para el estudio del efecto del uso de otros

compuestos en la encapsulacion.

Comparada con:
Compuesto
Muestra | Q (muestras con
encapsulado | o
Rifampicina cargada)

CT2 |0.2 SB38 PR1
CT5 |05 SB38 CR9
CT6 | 1.0 SB38 CR3y CR8

3.3.1. Tamano de particula y morfologia

Las particulas obtenidas fueron visualizadas por la técnica de microscopia electroni-
ca de barrido (SEM, por sus siglas en inglés) en un equipo de Ultra-Alta Resolucion
JSM-7800F Jeol, Japdn. Con una espatila se tomé una muestra de particulas secas
con una masa menor a 1 mg, y fue colocada sobre una cinta de carbono colocada sobre
un portamuestra cilindrico de aluminio. Este cilindro se introdujo en el portamuestra del
microscopio. Para la captura de imagenes se utilizé una diferencia de potencial 5 kV y
magnificaciones entre 5 000x y 20 000 x.

Las imagenes obtenidas fueron analizadas en Digimizer. En este software se in-
troduce la escala de la imagen y mediante la funcién «circle», se mide el radio de
91 particulas. Posteriormente, mediante el software OriginLab se aplica el analisis es-
tadistico de los datos de tamano promedio, l0 que resulta en una curva diferencial en
forma de histograma de las frecuencias para cada tamano obtenido. Se ajusta una cur-

va Gaussiana a este grafico, la cual es descrita con la ecuacion 3.2}
(R — Rp)2
y=yo+ Ae 207 (3-2)

donde y representa la frecuencia de cierto radio de particula R, en el conjunto de
datos, y, es un valor de ajuste inicial, A es la amplitud de la curva y o es la desviacion

estandar que representa la proximidad con los valores de R respecto a R,



Frecuencia

0.05 0.10 0.15 0.20 0.25

Rpum

Figura 3.5. (a) Medicién del radio de particula en Digimizer, (b) Distribucion de tamarnos

de particulas cargadas.

El indice de polidispersidad (PDI) nos indica la distribucion de tamanos de particula

obtenido. Este parametros es calculado mediante la ecuacion:

PDI(%) = (Ri) x 100 (3.3)

P
Un bajo valor de PDI indica que una muestra tiene una distribucién mas homogénea

en el tamano de particula, mientras que altos valores de PDI indica una distribucién de

tamanos mas amplia, o heterogénea.

3.3.2. Determinacion de DE y EE

Correspondiente a la tercera etapa, se determiné la metodologia analitica mas ade-
cuada para la cuantificacion del farmaco base (rifampicina) y los compuestos estu-
diados, para obtener datos correspondientes a la dosis encapsulada y eficiencia de
encapsulacion de cada muestra.

Se selecciono la espectrofotometria en el rango ultravioleta a visible (A = 200 - 1000

nm) como método de cuantificacion, debido al intervalo de absorcién del farmaco base.



En el caso de las particulas que contienen rifampicina se toma una muestra de 2 mg
de particulas secas y es disuelta en 5 mL de dimetil sulfoxido (Sigma Aldrich pureza
> 99.5% ), para asegurar las condiciones en las que todo el farmaco (rifampicina) es
liberado, pues en este disolvente tanto la rifampicina como el polimero seleccionado
son altamente solubles y estables, Posteriormente, la disolucion es analizada por
espectrofotometria en el rango UV - visible.

Mediante una curva de calibracién, con la absorbancia en la banda a 483 nm a
distintas concentraciones en el rango de 0.025 mg/mL a 4.52x10~* mg/mL, se obtiene
el valor de concentracion de rifampicina (mg) por volumen de disolvente DMSO (mL).
Para el calculo de la dosis encapsulada, el valor de concentracion es multiplicado por
el volumen de disolvente utilizado en el analisis y dividido por la cantidad de particulas
utilizadas en la determinacién. La eficiencia de encapsulacion es calculada mediante la
ecuacion dividiendo el valor de dosis encapsulada entre la masa nominal del compuesto
utilizado para la fabricacion de la muestra.

La dosis encapsulada (1.g./mg,) y el porcentaje de eficiencia de encapsulacion fue-
ron utilizados como indicadores para seleccionar los parametros de fabricacién que
influyen mas en la metodologia seleccionada. Un alto valor de dosis encapsulada y

eficiencia de encapsulacion es preferible cada serie de experimentos llevados a cabo.



3.4. Estudios de liberacion

Se seleccionaron muestras especificas para determinar el impacto de los parame-
tros estudiados en el perfil de liberacion del farmaco base a través de las particulas
obtenidas.

El método utilizado para la evaluacién del perfil de liberacion fue la técnica de diali-
sis. Esta estrategia consiste en adicionar 3 mg de particulas secas en una bolsa de
membrana de dialisis (SnakeSkin Dialysis Tubing 10 000 MWCO), y sujetarla con hilo
nylon dentro de un vial que contiene al medio de liberacion, 10 mL de buffer de fosfatos
a pH 7.2, a una temperatura aproximada de 37.0 + 0.5°C con una agitacion constante
de 250 rpm.

Particulas 5 7
Estudio espectrofotometria
cargadas secas UV-vis

Agitacion magnética
Buffer fosfatos 37°C

Figura 3.6. Metodologia para los estudios de liberacién mediante membrana.

Muestras de 2 mL del sobrenadante son tomadas cada media hora durante un total
de aproximadamente 30 h (1800 min) para ser analizadas mediante espectrofotometria
UV-visible para determinar la concentracion de compuesto liberado mediante una curva
de calibracion que relaciona la concentracion del farmaco en la disolucion buffer con la
banda tipica presentada en el espectro en el rango UV-visible. El analisis se llevé a
cabo sin reposicion del medio, manteniendo una concentracion en el medio menor a la
concentracién de saturacion (2.8 ug/mL para un pH = 7), por lo que se espera mantener

condiciones «sink» y obtener una cinética de orden cero u orden uno en la liberacién.



Capitulo 4

Resultados y discusion

Se obtuvieron exitosamente particulas mediante la metodologia descrita en la tabla
Se sintetizaron particulas libres de compuesto, particulas cargadas coon rifampi-
cina y particulas con compuesto SB38. Dichas particulas tienen un aspecto fisico de
polvo, y aquellas cargadas con rifampicina presentaron un color rojizo-naranja carac-
teristico. Por otro lado cuando estaban cargadas con el compuesto SB38 o vacias eran
incoloras, como se muestra en la figura[4.1] Mediante microscopia electrénica de barri-
do se observa que la mayoria de las particulas obtenidas tienen un tamano entre 100 y

400 nm, con forma esférica y superficie lisa, figura[4.2]

Figura 4.1. Particulas secas de PLGA obtenidas: (a) vacias, cargadas con (b) rifampici-
na, (c) SB38.
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Figura 4.2. Imagenes SEM de particulas de PLGA obtenidas, (a) particulas vacias, (b)

cargadas con rifampicina, (c) cargadas con SB38.

4.1. Curvas de calibracion de espectrofotometria UV-
visible

El espectro de absorbancia de la rifampicina en DMSO presenta una banda particu-
lar a una longitud de onda de 482 nm, figura [4.3] La absorbancia en esta longitud de
onda aumenta con respecto a la concentracion. La curva de calibracién se llevo a cabo
relacionando los valores de absorbancia con diferentes disoluciones de concentracion
definida entre 0.025 a 4.5x10~* mg/mL en esa longitud de onda, figura . La ecua-
cién es el resultado de una regresion lineal para la dependencia de la absorbancia
a 482 nm con la concentracién de rifampicina en DMSO (mg/mL), figura [4.3p.

Mediante estos datos se definio la ecuacion:
Absprp = —1.54 x 1073 4 18.92Cx/r, (4.1)

donde Absg;r es la absorbancia a 482 nmy Cr;r €s la concentracion de rifampicina
en DMSO expresada en mg/mL. El valor Cy;r es utilizado para el calculo de la dosis
encapsulada y la eficiencia de encapsulacion de rifampicina en las particulas obtenidas.
En el caso del compuesto SB38, la curva de calibracion se hizo con disoluciones de
concentraciones en el rango de 5x 10~ - 3.55x 102 mg/mL utilizando como disolvente
el diclorometano, a una longitud de onda de 311 nm, figura[4.4p. La curva de calibracién

obtenida para el compuesto SB38 se muestra en la ecuacion 4.2



Absgpss = 8.95 x 1072 4 169.75C s pas, (4.2)

donde Absgpss €s la absorbancia a A = 311 nm, y Csp3s la concentracion del com-
puesto SB38 en diclorometano, expresada en mg/mL.

Para visualizar la diferencia entre las particulas sintetizadas y las disoluciones del
compuesto puro, se compararon los espectros obtenidos de las disoluciones para la
curva de calibracion de los compuestos a encapsular con los espectros obtenidos al
disolver las particulas cargadas en el disolvente correspondiente, los resultados se
muestran en la figura [4.5] En estos resultados no hay diferencia considerable en la
posicion de la banda de absorbancia definida para el célculo de la dosis encapsulada y
eficiencia de encapsulacion, lo que implica que no es necesario incluir correcciones con
respecto al contenido de polimero en las muestras analizadas mediante este método.

Para el calculo de la dosis encapsulada, DE se utiliz6 la siguiente ecuacion:

Cr- Vg

m

DE (4.3)

P
Donde C; es la concentracion del compuesto encapsulado calculada mediante la

curva de calibracién en mg/mL, V; es el volumen de disolvente utilizado para la disolu-
cion de las particulas analizadas y m, es la masa de particulas analizadas.
Para el calculo de la eficiencia de encapsulacion de la muestra obtenida, se aplico

la ecuacion:

EE(%) = DE(1 — DE) . /PLGAZnom 1y (4.4)

MRIF—nom

Donde mgrr_nom €S la masa nominal utilizada en la fase dispersa, mprga—nom €S
la masa de polimero nominal usada en la fase dispersa y DE es la dosis encapsulada

calculada en (mg/mg).
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4.2. Particulas cargadas con Rifampicina

4.2.1. Efecto de la temperatura de extraccidén

La temperatura en la etapa de extraccion del disolvente tiene un efecto principalmen-
te en la dosis encapsulada y la eficiencia de encapsulacion de las particulas obtenidas.
Como se menciono en el marco tedrico, se espera que un aumento en la temperatura
de extraccion del disolvente disminuya la dosis encapsulada. Para ilustrar esta hipétesis
con la encapsulacién de la rifampicina, se llevd a cabo la fabricacidon de las muestras
CR18, CR20, CR19 y CR21. En la muestra CR21 el disolvente se extrajo bajo condicio-

nes de vacio a temperatura ambiente, la cual fue definida en 25°C.
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Figura 4.6. Variacion en la dosis encapsulada de rifampicina respecto al cambio de

temperatura de extraccion del disolvente.

Los resultados obtenidos son representados en la figura 4.6, donde la dosis encap-



sulada muestra una disminucion conforme aumenta la temperatura de extraccion del
diclorometano. Por otra parte, al utilizar una temperatura de evaporacion ambiente en
condiciones de presion reducida (condiciones de vacio), la dosis encapsulada disminu-
ye notablemente con respecto a las muestras evaporadas a presion atmosférica.

Esta tendencia puede ser explicada por la velocidad de solidificacion de las gotas
de la emulsién. Al aumentar la temperatura, la extraccion de diclorometano se acelera
provocando que las particulas solidifiquen de manera mas rapida. Sin embargo, debi-
do a que este proceso se lleva a cabo mediante el «encongimiento» de las cadenas
de polimero, estas no solidifican de manera homogénea ocasionando la formacion de
«huecos» en la particula sélida por los cuales el compuesto encapsulado escapa hacia
la fase continua y debido a que la rifampicina es ligeramente soluble en agua, es pro-
bable que el pH de la fase continua promueva su disolucion, provocando la pérdida de
rifampicina dentro de las gotas formadas.

En el caso de la muestra CR21, el efecto de la presidon reducida parece acelerar el
proceso de evaporacion lo que ocasiona el mismo efecto observado en las particulas
realizadas a 50°C donde este aumento en la rapidez de solidificacion afecta negativa-
mente la DE.

Con los resultados obtenidos en esta seccion, se decide continuar con los experi-
mentos posteriores manteniendo una temperatura de evaporacion de disolvente cerca-

na a 25°C a presion atmosférica.

4.2.2. Efecto del numero de lavados

En el marco tedrico se menciona que este tipo de particulas poliméricas presentan
un efecto «initial burst» en los analisis de liberacion debido a la presencia de farmaco
en la superficie de las particulas cargadas. A su vez, el «initial burst» esta relacionado
con la DE, por lo que las muestras de esta seccién fueron analizadas comparando la
DE y EE con respecto al numero de lavados de muestra.

Basados en las condiciones de preparacion de la tabla[3.4] los resultados obtenidos

se muestran en la tabla[4.1] La tendencia general, manteniendo fijo el valor del factor



Omega 2, muestra un incremento en la dosis encapsulada y la eficiencia de encap-
sulacién conforme disminuye el nimero de lavados. Comparando las muestras PR38
y CR27,al disminuir el nimero de lavados de 4 a 2, la dosis encapsulada aumenta
aproximadamente 10 veces para {2 = 1.

Para 2 = 0.5, el numero de lavados se disminuy6 de 8 a 4, y el valor de la dosis
encapsulada aumento de 2.67 a 5.75 ug/mg. Lo que nos indica que la tendencia se
mantiene incluso al variar €.

Estos resultados confirman la posible presencia de agregados de compuesto en la
superficie de las particulas (no encapsulado). Por la ligera solubilidad de rifampicina
en agua, como se menciond en el marco teorico, disminuye tanto la dosis encapsulada
como la eficiencia de encapsulacién al incrementar el nUmero de lavados, ya que estos
agregados en las particulas son removidos.

Para las muestras fabricadas posteriormente, se mantuvo el numero de lavados en
3 durante la recuperacion de las particulas para evitar la pérdida de farmaco pegado
en la superficie, ya que se considera un factor importante en el comportamiento de la

liberacién de las muestras fabricadas.

Tabla 4.1. Resultados de la variacion del nimero de lavados en muestras obtenidas.

Numero de DE
Muestra | © EE (%)
lavados | (#g/mg)
CR3 0.5 8 2.67 0.53
CRS8 0.5 4 5.75 1.10
CR27 1 4 18.50 1.93
PR38 1 2 104.15 | 11.51

4.2.3. Efecto de la variacion del factor

Como se menciond en la metodologia, el factor 2 se analiz6 dejando constante la

cantidad de polimero utilizada. Para representar el efecto de la cantidad de polimero en
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Figura 4.7. Efecto del factor 2 en la dosis encapsulada de rifampicina.

la fase dispersa se manejaron dos cantidades constantes de polimero: 20 mg y 30 mg
para cada serie de experimentos con el fin de evaluar simultaneamente el efecto de la
concentracién de polimero en la fase dispersa.

Los resultados del efecto de €2 en la dosis encapsulada se muestra en el grafico de
la figura[4.7] Para las dos series de experimentos, se muestra un aumento de la dosis
encapsulada conforme aumenta el valor del factor omega 2 es decir, con el aumento
de la cantidad de rifampicina en la fase dispersa.

Para la serie de experimentos con una cantidad de 20 mg de polimero (circulos color
rojo), no se observa un aumento pronunciado en la dosis encapsulada, y el maximo no
supera los 20 ug/mg. Para la serie de experimentos con 30 mg de polimero (circulos
color azul), se observa una tendencia de crecimiento pronunciado pues hay un aumento
de 20 a 80 ug/mg en la D.E. con valores para 2 > 1, alcanzando un maximo de 160

ng/mg para €2 = 2.
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Por otro lado, el gréfico de la figura [4.8| expresa el efecto del factor omega 2 en la
eficiencia de encapsulacion. Los resultados de EE para la serie de experimentos con
20 mg de polimero no muestran una tendencia a aumentar, y se mantienen cercanos a
1 %. Por otro lado, en la serie de experimentos con 30 mg de polimero, la eficiencia de
encapsulacion muestra un aumento en mayor proporcion con respecto a las particulas
con 20 mg de polimero, alcanzando un maximo en Q = 2 con 9.2 %.

El aumento de la DE en valores de 2 mayores puede ser explicado por la concen-
tracion de rifampicina en la fase dispersa, al estar mas saturada con RIF la gota de
emulsion la pérdida hacia la fase continua disminuye porque la cantidad de farmaco es
mayor. También debido a que el volumen de la gota disminuye conforme se evapora
el disolvente y la cantidad de RIF se mantiene constante, es probable que existan una
mayor cantidad de RIF en las periferias de la gota.

La diferencia entre los resultados de DE y EE entre la serie de experimentos con 20
mg y 30 mg de PLGA podria estar relacionada con la viscosidad de la gota formada. Es
posible que si la gota formada es muy viscosa, la difusion del diclorometano a través de
la fase dispersa sea mas lenta permitiendo una solidificacion mas lenta y homogénea.
Ademas, la viscosidad de la gota podria ayudar a que el farmaco no escape hacia la
fase continua al disiminuir la velocidad de difusion por el aumento de la viscosidad. Al
contrario, cuando se ocupa una menor cantidad de polimero, la difusiéon del dicloro-
metano a través de la gota no se ve tan limitada por la viscosidad y el diclorometano
provoca un arrastre de la rifampicina hacia la fase continua, provocando la pérdida de
farmaco por la solubilidad de la rifampicina en agua.

Pese a las tendencias obtenidas exitosamente, la cantidad de rifampicina encapsu-
lada es muy baja en comparacion con los resultados obtenidos por Pandey [33], donde
reporta maximos de 56.9 % de EE y dosis encapsulada de hasta 570 ug/mg. Esta dife-
rencia podria explicarse con la metodologia de preparacién, como puede apreciarse en
la tabla[3.1] . Ademas el tipo de polimero ocupado en los estudios de Pandey posee un
peso molecular distinto, el autor utiliza PLGA Resomer RG 506 con una composicion

50:50 (AL:AG) y un peso molecular Mw = 2,500, mientras que el polimero utilizado en



este proyecto es Resomer RG 505 con una composicion 50:50 y un peso molecular
entre 54,000 y 69,000. Makino [24] estudié el efecto del peso molecular y composi-
cion LA:GA del PLGA, donde se observa un aumento en la eficiencia de encapsulacion
conforme disminuye el peso molecular del polimero encontrando un maximo en EE =
86.7 % ocupando un peso molecular Mw = 2,500. El autor explica que este aumento se
debe a las interacciones de los grupos carboxilo terminales de la cadena de PLGA con
los grupos amino de la molécula de rifampicina. Sin embargo, esta tendencia solo se

apreciaria en estudios donde se encapsule rifampicina en PLGA.

4.2.4. Efecto del volumen de la fase dispersa

Para el analisis del efecto del volumen de fase dispersa, se llevé a cabo una serie
de experimentos manteniendo constante el volumen total de la emulsién en 10 mL, con
aumentos de 2 mL entre cada experimento. Para visualizar mejor el efecto en la DE y
EE, se determiné el factor ® con la siguiente ecuacion:

Vs

donde V, es el volumen de la fase dispersa y V,, el volumen de la fase continua. La
suma (V, + V,,) representa el volumen total, el cual se mantuvo fijo. Conforme aumenta
el valor de ®, aumenta la cantidad de diclorometano utilizado para la emulsion.

Los resultados del efecto del volumen de la fase dispersa en la dosis encapsulada
se muestran en la figura [4.9] En este gréfico se observa una disminucion en la dosis
encapsulada para el valor ® 0.1 a 0.2, para luego aumentar alcanzando un maximo en
® = 0.6 con una dosis encapsulada de 47.63 ug/mg (valor encerrado en rojo en la figura
[4.9).

El mismo comportamiento se observa en el gréfico de la figura [4.10, donde para
valor de @ entre 0.2 y 0.4 la eficiencia de encapsulacion no muestra un cambio consi-
derable en el porcentaje mantenienddse por debajo del 2 %, excepto para 6 mL de fase

dispersa, donde el porcentaje de EE sube a 5 %.
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Figura 4.9. Dosis encapsulada de RIF en funcion de @.

Esta tendencia podria indicarnos que existe un minimo de DE y EE cuando se ocu-
pan volumenes entre 2 y 4 mL de diclorometano, pues cuando el valor de = 0.1,
la dosis encapsulada es de 24 ;g/mg con una EE de 2.6 %. La explicacion de este
fendmeno se relaciona con el efecto de difusion y evaporacion del diclorometano: con-
forme aumenta el volumen de la fase dispersa el arrastre de rifampicina, por la difusion
del diclorometano hacia la fase continua, disminuye por el posible aumento en el ta-
mano de la gota ya que al ocupar un mayor volumen de fase dispersa y no cambiar la
potencia del sonicador, es probable que el tamano de gota aumente debido a que las
gotas formadas no se rompen con la misma frecuencia, lo que ocasiona una coales-
cencia y formacién de gotas mas grandes. Los resultados encontrados en esta seccion
también explicarian la diferencia con los resultados de dosis encapsulada reportados
por Pandey, [33] donde ocupan un volumen de 8 mL de diclorometano en un volumen
total de 18 mL, lo que corresponde a un valor de ¢ = 0.44, sin embargo, es necesario
llevar a cabo estudios del efecto que tiene utilizar volumenes totales de emulsion distin-
tos, pues esto impactaria en la difusion y evaporacion del diclorometano, asi como en

el tamano de las gotas formadas.
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4.2.5. Efecto del tamano de particula

Para estas muestras se comparo el tamano de las muestras CR27, CR29 y MC2 las
cuales se realizaron bajo las condiciones de emulsificacién descritas en la tabla 4.2 el
tamano de particula es analizado variando el tiempo de sonicacion utilizando 3 min y
1 min para la muestra CR27 y CR29, respectivamente. En el caso de la muestra MC2,
fabricada mediante microfluidica, la velocidad de entrada al chip (v.,;) fue de 20 mL/h
utilizando una bomba de inyeccidn.

La figura [4.11] muestra las imagenes SEM obtenidas mediante analisis por micros-
copia electronica de barrido de las muestras CR27 y CR29, donde se aprecia que
tienen forma esférica y una superficie lisa. Y en la figura se muestra la imagen
obtenida por SEM de la muestra MC2, estas particulas también tienen forma de esfera
ligeramente deformada con una superficie porosa como puede verse en la figura [4.71]
El radio promedio de particula para estas muestras se muestra en la tabla[4.3] en es-
ta tabla también se incluyen los resultados obtenidos para una muestra de particulas

vacias (CA6) como referencia.



Tabla 4.2. Condiciones de preparacion para el analisis del efecto de tamano de particu-

la.

Muestra | 2 | Condiciones de emulsificacion

CAG6 0 | Sonicacidon durante 3 min

CR27 1 | Sonicacion durante 3 min

CR29 1 | Sonicacion durante 1 min
MC2 1 | Microchip, v.,.; = 20 mL/h

Figura 4.11. Imagenes SEM de las muestras: (a) CR27, (b) CR29

Los resultados obtenidos de radio promedio de particula para la muestra CR27 en
comparacion con la muestra de particulas vacias CA6, no muestran un aumento consi-
derable en el radio de particula cuando se incorpora la rifampicina a la fase dispersa.

Comparando la muestra CR27 y CR29, se vario el tiempo de sonicacion de 3 min
a 1 min respectivamente. Sin embargo, el radio promedio de particula es muy similar
indicando que la diferencia indicada en el tiempo de sonicacion no afecta considera-
blemente en el tamano de particula promedio. En cambio, el valor de polidispersidad
aumenta casi el doble. La dosis encapsulada de la muestra CR27 tiene un valor de
18.50 pug/mg para un tiempo de sonicacion de 3 min, y la muestra CR29 muestra un

valor de 35.08 ug/mg para un tiempo de sonicacion de 1 min. Es decir, la muestra



Figura 4.12. Imagenes SEM de la muestra MC2.

CR29 tiene un aumento en el indice de polidispersidad, dosis encapsulada y eficiencia
de encapsulacion a pesar de tener un radio promedio de particula parecido al de la
muestra CR27, lo que nos indica que el PDI influye fuertemente en estos factores. En
el caso de la muestra fabricada mediante microfluidica, el radio de particula promedio
obtenido es de 17.64 um, un valor aproximadamente 100 veces mayor que para las
muestras elaboradas mediante sonicacion. El efecto de la obtencion de particulas mas
grandes mostré un aumento en la dosis encapsulada y eficiencia de encapsulacion de
esta muestra, alcanzando un valor de 170.48 ug/mg y 23.86 %, respectivamente. Estos
valores han sido los mas altos obtenidos para las muestras realizadas.

Este resultado nos indica que la DE y EE se ven afectadas por el tamano de la
particula y el indice de polidispersidad de la muestra. En el caso de la muestra CR29,
al ocupar un tiempo de sonicacién menor, los tamanos de particula son mas variados y
es probable que se haya formado gotas mas grandes las cuales contenian una mayor
cantidad de polimero y compuesto encapsulado, lo que explicaria el aumento consi-
derable en la DE y EE como se vio con la muestra MC2. Al contrario, en la muestra
CR27 al tener una mayor cantidad de particulas pequenas con una distribucion mas
homogénea, la D.E. disminuye.

Pandey reporta un rango de tamanos entre 186 y 290 nm para mas del 80 %

de las particulas obtenidas, con un indice de polidispersidad de 38 % para un tiempo



Tabla 4.3. Efecto de tamano de particula en DE y EE.

Radio promedio
DE EE
Muestra de particula PDI %
(ng/mg) | (%)
(12m)
CA®b6 0.114 28.37 - -
CR27 0.133 16.32 18.5 1.93
CR29 0.139 33.86 | 35.08 | 3.66
MC2 17.64 34.32 | 170.48 | 23.86

de sonicacion de 3 min. Los resultados obtenidos en este proyecto con las mismas
condiciones de sonicacion tienen radios de particula que entran en el rango de tamanos
que reporta el autor, el alto PDI que obtiene Pandey podria explicar la diferencia entre

la DE obtenidas en comparacion con este proyecto.

4.3. Perfil de liberacion

4.3.1. Particulas cargadas con rifampicina

Las muestras analizadas para el perfil de liberacion fueron: CR27, CR29 y MC2 con
el fin de mostrar el efecto del tamano de particula en el perfil de liberacion, debido
a que como se mencion6 en el marco teorico, la degradacién de las particulas esta
fuertemente influenciado por la morfologia y tamano de las particulas cuando se utiliza
un mismo tipo de polimero.

Los resultados de tamano de particula, dosis encapsulada y eficiencia de encapsu-
lacion se describen en la tabla[4.3] El perfil de liberacion obtenido para cada una de las
muestras es representado en el gréfico de la figura[4.13] Se observa que en las prime-
ras horas del estudio, hay una liberacién mas rapida del compuesto encapsulado. Este

resultado corresponde con el fendmeno «initial burst»> mencionado en el marco teorico.
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Figura 4.13. Perfil de liberacion obtenido para las muestras CR27, CR29 y MC2.



En el caso del polimero PLGA Resomer 505, utilizado para la fabricacién de particu-
las de las muestras CR29 y CR27, estas tuvieron un efecto «burst» en las primeras 3
horas del estudio, figura[4.14] correspondientes al 44 y 33 % del total encapsulado res-
pectivamente, continuando con una liberacion mas lenta sin llegar al 100 % del com-
puesto liberado durante el analisis de 30 h.

En contraste, la muestra MC2 con un tamano de particula aproximadamente 100
veces mayor, liberd 8 % del compuesto encapsulado en las primeras 3 h del estudio y el
compuesto liberado posteriormente se mantuvo constante durante el tiempo estudiado.
Todas las muestras fueron fabricadas con el mismo tipo de polimero y analizadas en
medios de liberacion con las mismas condiciones, por lo tanto el perfil de liberacion esta
influenciado principalmente por las propiedades de la particula fabricada relacionadas
con la porosidad y tamano de particula.

En el marco te6rico se menciond que una mayor porosidad y tamano de particula
acelera el proceso de hidrélisis. Sin embargo, debido al alto peso molecular del polime-
ro seleccionado, es probable que la velocidad de degradacion del polimero en medio
acuoso (buffer fosfatos, pH 7.0, 37°C) en este caso dependa principalmente del area
superficial de la particula, pues como se ve en el grafico para las muestras con menor
tamano de particula (CR27, CR29) se observo una liberacion mas rapida a compara-

ciéon de las particulas mas grandes.
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4.4. Particulas cargadas con compuesto SB38

4.4.1. Efecto del factor (2

Como se observo en los experimentos con RIF, uno de los parametros mas influyen-
tes sobre la dosis encapsulada y eficiencia de encapsulacion es la relacion de farmaco
y polimero, factor €2, por lo que se decidié variar este parametro para la encapsulacion
de SB38, y los resultados fueron comparados con una serie de muestras de particulas
cargadas con rifampicina con valores de () similares.
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Figura 4.15. Dosis encapsulada del compuesto SB38 (verde) con rifampicina (rojo).

El gréfico de la figura [4.15] muestra los resultados obtenidos de dosis encapsulada
para las particulas cargadas con compuesto SB38 (circulos verdes) con las particulas
cargadas con rifampicina RIF (circulos rojos). Las particulas con SB38 muestran dosis
encapsuladas mayores que aquellas obtenidas con RIF, pero manteniendo la tendencia
de aumento con respecto al incremento de (). Para un valor de 2=1, la dosis encap-
sulada de SB38 es de 212 ug/mg, una valor 30 veces mayor que la obtenida para la
rifampicina. En cuanto a los valores de DE en valores de 2 menores (0.25 y 0.5) el

valor de dosis encapsulada aumentaba aproximadamente 10 veces en las particulas
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Figura 4.16. Eficiencia de encapsulacion del compuesto SB38 (verde) con rifampicina

(rojo).

cargadas con SB38 en comparacién con la rifampicina. Por otra parte, el grafico de
la figura [4.16] compara los resultados de eficiencia de encapsulacion de particulas con
compuesto SB38 (circulos verdes) con las particulas cargadas con rifampicina (circulos
rojos). En general, al igual que se vio con la dosis encapsulada, el valor de eficiencia de
encapsulacion aumenta hasta 10 veces mas cuando se encapsula el compuesto SB38.
Sin embargo, la tendencia de aumento de DE y EE con respecto a Omega se mantiene,
y es mas pronunciada con el compuesto SB38. La diferencia en los resultados obteni-
dos para SB38 con respecto a rifampicina se atribuye principalmente al tamano y peso
molecular del compuesto encapsulado. A comparacién con el peso de la rifampicina,
(822.94 g-mol~1), el compuesto SB38 tiene un peso molecular de 193.26 g-mol~!, lo
qgue podria permitir un mejor acomodo en la matriz polimérica del PLGA. Ademas, por
la estructura quimica del compuesto SB38, figura[3.4} se intuye que presenta una natu-

raleza mas hidrofébica que la rifampicina (la cual es parcialmente soluble en agua), lo



que evita la difusion de este compuesto hacia la fase continua durante la extraccion del

disolvente, evitando su pérdida.

4.4.2. Analisis por microscopia

Las particulas cargadas fueron analizadas por microscopia electronica de barrido
(SEM) para determinar su morfologia y tamafo. La figura [4.17 muestra una morfologia
circular con superficie de particula lisa, parecida a las muestras obtenidas para la ri-
fampicina. El tamano de particula de las muestras cargadas con el compuesto SB38
fabricadas bajo las condiciones mencionadas en la metodologia, tuvieron un radio pro-
medio de particula de 123 nm con un indice de polidispersidad (PDI) de 59 %. Los valo-
res obtenidos para estas particulas cargadas con SB38 entran en el rango de tamanos
obtenidos para encapsulacion de rifampicina en las mismas condiciones de sonicacion,
lo que sugiere que el tamano del compuesto a encapsular no influye considerablemente
en el tamano de particula.

Debido a los resultados obtenidos en el espectro UV-visible, la banda de absorcion
caracteristica del compuesto SB38 es cercana a la region UV (Agpss = 311 nm), por
lo que mediante el uso de un microscopio éptico en fluorescencia una muestra fue
iluminada con luz azul. La figura[4.18 muestra que las particulas presentan cierta fluo-
rescencia después de ser iluminadas. Este resultado puede ser util en un futuro para
llevar a cabo el seguimiento de las particulas después de ser depositadas en células o

tejidos.



Figura 4.17. Imagen SEM de la muestra CT2, particula cargada con SB38.

Figura 4.18. Micrografia optica en fluorescencia de particulas cargadas con SB38 ilu-

minadas con luz azul (color falso de la imagen).



4.5. Resumen y analisis de la variacidn de parametros

en la elaboracion de particulas de PLGA

Se baso en la metodologia de Pandey [33] para la fabricacion de particulas cargadas
con rifampicina aplicando el método de emulsion seguida de extraccidon y evaporacion
del disolvente. De esta metodologia se vari6 la temperatura de extraccion y los lava-
dos de muestra con el fin de definir las condiciones que se mantendrian constantes a
lo largo del proyecto de manera que se encontrara el maximo de dosis encapsulada
y eficiencia de encapsulacién en todas las muestras fabricadas con este método. Los
resultados de la variacion de temperatura de extraccion obtenidos a 25, 32.5 y 50 °C
muestran que a temperaturas mayores de 25°C la DE y EE disminuyen, por lo tanto
se opto por utilizar una temperatura de evaporacion del diclorometano en condiciones
ambiente para un menor gasto energético y evitar que la temperatura influencie en la
solubilidad del compuesto a encapsular, especialmente en el caso de la encapsulacion
de rifampicina. De la misma manera se analizaron los lavados de muestras, donde se
definié utilizar 3 lavados debido al aumento de dosis encapsulada y eficiencia de en-
capsulacion, ocasionado por la presencia de compuesto en la superficie de la particula.

Por otra parte, se analizé el efecto de la cantidad de rifampicina y polimero, repre-
sentados por el valor €2, en la fase dispersa. De manera general, un mayor contenido
de compuesto en la fase dispersa provoca un aumento en la dosis encapsulada y efi-
ciencia de encapsulacion. Esta tendencia se cumplié también en la encapsulacion del
compuesto SB38 en particulas de PLGA con las mismas caracteristicas.

El efecto de la cantidad de polimero en la fase dispersa también tuvo efecto en la DE
y EE, una mayor cantidad de polimero en la fase dispersa provocé un aumento en los
resultados de eficiencia de encapsulacién para el mismo factor ). Este resultado con-
cuerda con lo mencionado en el marco tedrico donde se menciona que un aumento en
la viscosidad de la fase dispersa aumenta la eficiencia de encapsulacion. El fendmeno
esta relacionado con la velocidad de solidificacion de las particulas, pues con una ma-

yor concentracion de polimero la solidificacion es mas rapida y homogénea, lo que



disminuye la pérdida de compuesto durante la encapsulacion. Finalmente, el aumento
en el volumen de fase dispersa utilizada para la creacion de emulsion no tuvo un efecto
significante en la DE y EE, hasta un valor de 6 mL en la fase dispersa, después de ese
valor se intuye que el aumento en la DE y EE esté relacionado con el volumen total de
emulsion, y posiblemente al tamafo de gota que ocasiona un cambio en la morfologia

y tamano de las particulas soélidas.



Capitulo 5

Conclusiones y perspectivas

La obtencion de particulas entre la escala micrométrica y nanométrica fabricadas
con poli (D,L acido lactico-co-glicélico), PLGA mediante el método de emulsion por
extraccion y evaporacion de disolvente fue exitoso.

La encapsulaciéon de rifampicina se partiéo de la metodologia descrita por Pandey
[33], mediante la cual se obtuvieron particulas en la escala nanométrica y se definio6 la
dosis encapsulada y eficiencia de encapsulacion de estas muestras. A partir de es-
ta metodologia se variaron parametros de fabricacién relacionados con la cantidad
de farmaco y polimero utilizado, el volumen de la fase dispersa, el método y tiempo
de emulsificacion de la emulsion, la temperatura de extraccion del diclorometano y el
namero de lavados de muestra. Sin embargo, lograron reproducir los mismos valores
de EE y DE obtenidos por Pandey [33], pues el maximo obtenido fue a través de la fabri-
cacion de particulas mediante microfluidica con una DE = 170.5 ;g/mg y una eficiencia
de encapsulacion de 24 %.

Se definié que la evaporacion de diclorometano a temperatura ambiente (25°C)
muestra un maximo para la DE y EE de la rifampicina. Ademas, se analiz6 el nume-
ro de lavados de muestra, el cual se definié el maximo para DE y EE en 3 lavados,
estos estan relacionados con la presencia de compuesto en la superficie de la particu-
la, no obstante es necesario llevar a cabo estudios mas especificos para confirmar esta

hipdtesis.
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El tamano de particula fabricada también estuvo fuertemente relacionado con DE
y EE, donde para particulas con tamanos en la escala micrométrica se obtuvieron los
valores maximos. Este parametro también mostrd efecto en el perfil de liberacion de las
muestras analizadas, donde las particulas mas pequenas presentaban el efecto «burst»
al inicio de la liberacion y en general, se degradaban de manera rapida, mientras que
para las particulas mas grandes, la velocidad de degradacién fue menor y el efecto
«burst» no fue tan marcado.

También se logro establecer una tendencia mediante la variacion de las propiedades
de la fase dispersa. Mediante el parametro 2 se analiz6 el efecto de la concentracion
de rifampicina en la fase dispersa. Un maximo fue encontrado para un valor de 2 = 2.
Por otro lado, una mayor concentracion de polimero también contribuy6 al crecimiento
dela DEy EE.

Se defini6é que esta metodologia es exitosamente aplicada para la encapsulacion del
compuesto SB38, el cual presenta propiedades mas hidrofébicas que la rifampicina. Los
valores de DE y EE obtenidos aumentaron al variar €2, encontrando un maximo de DE
=212.1 ug/mg y EE = 26 % para Q2 = 1. Ademas mediante el analisis por microscopia
optica, se encontrd que el compuesto SB38 presenta fluorescencia incluso encapsulado
en las particulas de PLGA, lo que posteriormente puede ser utilizado para el rastreo de
las particulas después de ser administradas.

En conclusion, el método de emulsion por extraccion y evaporacién de disolvente es
efectivo para la encapsulacion de compuestos utilizando PLGA, y se concluye que para
su optimizacién utilizando el polimero PLGA Resomer 505 el aumento en el tamario de
particula y relacién farmaco - polimero en la fase dispersa, aumenta el valor obtenido
de DE y EE, ademas de tener una fuerte influencia en el comportamiento del perfil de
liberacion obtenido.

Este proyecto abre nuevas posibilidades para el estudio de nuevas variables, por
ejemplo, el efecto que tendran los parametros analizados en pruebas bidlogicas «in
vivo» y cdmo el perfil de liberacion también estara relacionado con biodisponibilidad de

las particulas. El uso de PLGA también abre la posibilidad del estudio de estos mismos



factores y el efecto que tendran si se utiliza otro peso molecular o composicion (AL:AG).

En cuanto a la encapsulacién de nuevos compuestos, el estudio del compuesto
SB38 y el conocimiento adquirido a través del estudio de la rifampicina, permitird una
mejor aproximacion a el valor de las variables aplicadas para la encapsulacion de otras
moléculas derivadas del SB38 y otros compuestos hidrofébicos nuevos con actividad
antituberculosis a través de la metodologia de emulsificacion - extraccion de disolvente

y su posible aplicacion como nuevos tratamientos ATB.



Apéndices

Caracteristicas y resultados de las muestras realizadas

Tabla 5.1. Condiciones de preparacion para todas las muestras realizadas que contie-

nen rifampicina encapsulada.

Muestra| © | PLGA (mg) | Vo (mL) | Vw (mL) Condiciones de | Numero de DE Eficiencia de Temperatura
sonicacion lavados | (1:9/mg) | Encapsulacion (%) | de extraccion (°C)

CR18 | 0.92 22.4 1 9 3min ultrasonicador 3 6.16 0.67 25
CR19 | 1.05 20.3 1 9 3min ultrasonicador 3 5.56 0.54 32.5
CR20 |1.15 20.8 1 9 3min ultrasonicador 3 4.96 0.46 50
CR21 | 0.96 19.8 1 9 3min ultrasonicador 3 4.3 0.43 25 (vacio)
CR3 0.50 60.3 1 9 3min ultrasonicador 8 2.67 0.53 50
CR8 0.5 61 1 9 3min ultrasonicador 4 5.75 1.1 50
PR38 1 30.4 1 9 3min ultrasonicador 4 104.15 11.5 25
CR27 | 0.98 29 1 9 3min ultrasonicador 4 18.5 1.93 25
CR29 1 30 1 9 1min ultrasonicador 3 35 3.66 25
MC2 0.9 21.6 1 9 Microchip 3 170.48 23.9 25
PR1 0.23 30 1 9 3min ultrasonicador 3 2.09 0.95 25
PR3 0.5 30 1 9 3min ultrasonicador 3 3.79 0.69 25
PR5 1 30 1 9 3min ultrasonicador 2 13.9 1.42 25
PR32 | 1.56 30 1 9 3min ultrasonicador 2 85.17 5.97 25
PR33 | 1.98 30 1 9 3min ultrasonicador 2 156.1 9.32 25
PR21 0.31 20.5 1 9 3min ultrasonicador 2 3.36 1.08 25
PR22 0.6 20.5 1 9 3min ultrasonicador 2 5.4 0.91 25
PR18 1 20 1 9 3min ultrasonicador 2 6.88 0.73 25
PR19 | 1.34 20 1 9 3min ultrasonicador 2 11.61 0.88 25
PR20 | 1.61 21 1 9 3min ultrasonicador 2 8.62 0.54 25
PR41 0.9 31.7 2 8 3min ultrasonicador 2 9.37 1 25
PR42 1 31.1 3 7 3min ultrasonicador 2 9.41 0.98 25
PR43 1 29.6 4 6 3min ultrasonicador 2 14.54 1.41 25
PR45 1 30.1 6 4 3min ultrasonicador 2 47.63 5.07 25
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Tabla 5.2. Condiciones de preparacion para todas las muestras realizadas que contie-

nen compuesto SB38 encapsulado.

Condiciones de | Numero de DE Eficiencia de Temperatura de
Muestra | @ | PLGA (mg) | Vo (mL) | Vw (mL)
sonicacion lavados | (1g/mg) | Encapsulacion (%) | extraccion (°C)
CT5 0.25 20 1 9 3 min ultrasonicador 3 31.8 9.5 25
CTé 0.5 20 1 9 3 min ultrasonicador 3 46.9 9.8 25
CT7 1 20.8 1 9 3 min ultrasonicador 3 2121 26.4 25







Resultados del perfil de liberacion
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Figura 5.1. (a) Espectros de absorbancia de rifampicina en PBS a diferentes concen-
traciones. (b) Curva de calibracion de rifampicina en PBS a 334 nm, la ecuacion lineal

es mostrada en el grafico.



Tabla 5.3. Concentracion inicial definida para el analisis del perfil de liberacién de rifam-

picina.

Concentracion inicial

Muestra
(mg RIF/ mL PBS)
MC2 3.07E-02
CR27 8.88E-03

CR29 1.65E-02




Tabla 5.4. Resultados obtenidos para muestra MC2 del analisis del perfil de liberacion

de rifampicina.

Tiempo | Porcentaje liberado

(min) (% mg/mg)
0 1.89
18 3.88
49 5.07
80 5.86
120 6.76
160 7.35
208 7.95
349 9.43
1443 13.90
1815 14.49

Tabla 5.5. Resultados obtenidos para muestra CR27 del andlisis del perfil de liberacion

de rifampicina.

Tiempo | Porcentaje liberado

(min) (% mg/mg)
0 6.55
11 12.72
42 18.55
73 21.97
113 25.40
153 29.17
202 33.29
343 42.20
1436 56.60
1808 61.40




Tabla 5.6. Resultados obtenidos para muestra CR29 del analisis del perfil de liberacion

de rifampicina.

Tiempo | Porcentaje liberado

(min) (% mg/mg)
0 3.53
14 15.90
45 26.05
75 32.70
116 37.13
156 41.38
204 4415
345 49.32
1438 56.52
1810 57.81
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