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1 ANTECEDENTES

El Virus del papiloma Humano (VPH) y su relaciéon con el cancer cérvico uterino (CaCu) fue
estudiado por primera vez por el doctor Harald Zur Hausen, quien comprobé que la infeccion
por VPH es parteaguas para propiciar el desarrollo de cancer cérvico uterino (CaCu) que hoy
en dia sigue siendo investigado con gran interés. En estudios realizados se demuestra que el
99.8% de los casos de cancer de cuello uterino se deben a tipos especificos de este virus DNA
tumoral transmitido por via sexual (1). Esto ha desencadenado un sin niumero de estudios
referentes al Virus del Papiloma Humano (VPH) (1-4), cuyas investigaciones aportaron
importante informacién acerca de su origen, clasificacion, epidemiologia, diagndstico,
prevencion y tratamiento. Una gran variedad de estudios ha demostrado las propiedades que
antipirético y antioxidante, atributos que lo hacen excelente candidato en el tratamiento de
diversos padecimientos (6-10). Debido a estas propiedades se han realizado estudios para el
eficacia en la mejora y el control de este padecimiento. La necesidad de mejorar e innovar las
formulaciones existentes para el tratamiento de gran nimero de padecimientos ha dado origen
al estudio de nanoacarreadores. En diversos estudios (5) se resalta la importancia de formular

farmacos de escala nanométrica ya que presentan una serie de ventajas.



Principalmente, se centran en dirigir y localizar la liberacion del principio activo en el sitio donde
se desea que realicen su accién, lo que permite tener ventajas sobre barreras biol6gicas,
permitiendo mayor acceso de éste al interior de las células (5,6); centran su investigacion en el
uso de la nanotecnologia, con la formulacién de nanoesferas o nanocapsulas, como base de
formas farmacéuticas para vectorizar los farmacos y encontrar un sistema de transporte que
libere el principio activo especificamente en las células afectadas (drug targeting). Se han
realizado estudios con sistemas nanométricos, en especial nanoparticulas, enfocandose en el
estudio de sus métodos de preparacion, tipos de sistemas de acuerdo a su composicion, usos,
ventajas, desventajas y caracterizacion (7—12). Varios son los autores que han propuesto y
estudiado a las nanoparticulas como vehiculos ideales para el tratamiento de diversos
padecimientos. El presente estudio es la continuacion del proyecto titulado “Nanoparticulas
bioadhesivas poliméricas de poli-vinil metil éter-anhidrido maléico como sistema de liberacion
controlado de acido glicirricinico en el tratamiento de cancer cérvico uterino” desarrollado por
Aguilar-Rosas (13) en el cual se establecieron las condiciones para la elaboracion y
caracterizacion de nanoparticulas de poli-vinil metil éter- anhidrido maléico (GANTREZ AN-119)
por el método de desplazamiento de disolvente incluyendo AG, se desarrolld y validé un método
analitico por cromatografia de capa fina de alta resolucion (HTPLC) para la cuantificacion del
AG, se realizaron estudios de bioadhesion con las nanoparticulas a través de su interaccion in
vitro con mucosa gastrica de cerdo, se evalud el efecto del AG incluido en las nanoparticulas
sobre cultivos de células HelLa, proponiendo un mecanismo de accion del efecto citotdéxico de

las nanoparticulas cargadas con AG sobre estos cultivos.

De este modo, el propoésito del presente trabajo fue optimizar las condiciones del método de

preparacion propuesto en el estudio antes mencionado con el fin de incrementar el % de
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atrapamiento de AG en las nanoparticulas formadas. El polimero elegido para este estudio fue
el mismo, poli-vinil metil éter-anhidrido maléico (PVME-AM, GANTREZ AN-119), el cual tiene
importantes propiedades: es altamente higroscépico, inodoro, insoluble en agua, pero de facil
dispersion, tiene buena capacidad bioadhesiva, también se conoce su uso como espesante y
agente complejante. Una de sus mayores ventajas radica en su baja toxicidad (13,14). Estas
propiedades lo hacen ideal para la formacion de nanosistemas que sean capaces de contener

y liberar el farmaco de forma especifica.



2 MARCO TEORICO

2.1 Nanoparticulas
2.1.1 Definicién

Las nanoparticulas son sistemas coloidales sélidos formados por materiales macromoleculares
donde el principio activo se puede encontrar unido a la superficie, estar encapsulado en su
interior, o bien, constituyendo parte de la matriz (10). Poseen un tamafio de entre 10 y 1000 nm
(10,15). Considerando su estructura fisica, pueden clasificarse en nanoesferas y nanocapsulas

(Figural).

AN . . .
NANOCAPSULA Sistemas tipo reservorio donde el

principio activoe se encuentra
confinado a una cavidad rodeada por
una membrana polimérica, al poseer
niclec de base oleosa favorece la
inclusion de farmacos lipofilicos

Farmaco adioibhdo

Farmaco lll’lp&ﬂb

Sisterna matricial donde el farmaco
esta disperso en todo el cuerpo de la
particula. Pueden ser de naturaleza
lipidica o polimérica

MANOESFERA

Férmaco adsorbido

Figura 1. Clasificacion de nanoparticulas de acuerdo a su estructura



Las nanoparticulas ofrecen diversas ventajas como las que se mencionan a continuacion:
Protegen la molécula encapsulada de la degradacion desde el momento de su formulacion,
durante la administracién y hasta que alcanza su lugar de accion o absorcion. Confieren
capacidad para atravesar las barreras biologicas, la piel, las mucosas gastrointestinal o
respiratoria o bien, la barrera hematoencefalica. Facilitan alcanzar el 6rgano, tejido o grupo
celular diana donde la molécula debe ejercer su accion. Permiten llegar a compartimentos
intracelulares. Controlan la liberacion de la molécula activa en su lugar de accién o absorcién

(16).

2.1.2 Métodos de obtencidén

Las nanoparticulas poliméricas pueden obtenerse por diversos métodos dependiendo de los
requerimientos de su aplicacion y las caracteristicas fisicoquimicas del farmaco. Por lo general,
los métodos se clasifican en dos grandes categorias: Una consiste en una reaccion de
polimerizacidon de mondmeros y obtencion de macromoléculas y otra haciendo uso de polimeros
preformados directamente (13). El uso de métodos de polimerizacion de mondémeros para la
sintesis de nanoparticulas ha mostrado ciertas limitantes, ya que los mondmeros son poco
biodegradables o no biodegradables, también se pueden generar subproductos no
biocompatibles. Estos residuos generados son dificiles de desechar por lo que requieren de un
extenso trabajo de purificacion para lograr obtener un producto farmacéutico adecuado y con
caracteristicas aceptables. Teniendo en cuenta estas limitaciones, los polimeros preformados
presentan mayores ventajas para la obtenciébn de nanoparticulas al no presentar estos

inconvenientes (7).



Los métodos méas comunes en la preparacion de nanoparticulas utilizando polimeros

preformados son:

1) Evaporacion de disolvente
2) Difusién de disolvente
3) Desplazamiento de disolvente

4) Salting-out

2.1.2.1 Evaporacion de disolvente

La evaporacion de disolvente fue el primer método desarrollado para la sintesis de
nanoparticulas poliméricas a partir de polimeros preformados. Se basa en disolver el polimero
en un disolvente volatil (Figura 2). En los inicios se utilizaba diclorometano y cloroformo, pero
debido a su alta toxicidad fueron remplazados por acetato de etilo (7).

Este método tiene dos etapas : En la primera etapa, el farmaco y el polimero tienen que ser
solubilizados en un disolvente organico inmiscible en agua, después se lleva a cabo la
emulsificacion de la fase acuosa la cual contiene agentes estabilizantes, por medio de agitacion
a alta velocidad o ultrasonicacion; para asi dar paso a la segunda etapa donde el disolvente es
evaporado en su totalidad provocando la precipitacion del polimero, formando asi las

nanoparticulas donde podemos encontrar el farmaco disperso en la matriz polimérica (12).
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Figura 2. Esquema del método de evaporacién de disolvente (6)

2.1.2.2 Difusion de disolvente

Este método se basa en la formacién de una emulsion convencional aceite-agua (o/w) entre un
disolvente parcialmente miscible con agua que contenga el polimero y el farmaco, y una
solucion acuosa que contenga un surfactante. Cabe mencionar que para una mayor eficiencia
del método, el disolvente organico y el agua deben saturarse mutuamente a temperatura
ambiente para garantizar el equilibrio termodinamico de ambos liquidos al inicio del proceso (7).
Posteriormente, una vez disuelto el farmaco y el polimero en la fase organica y el surfactante
(estabilizante) en la fase acuosa, deben ser sometidas a agitacion vigorosa para obtener la
emulsion deseada. La adicion de agua en exceso provoca la difusién del disolvente de las gotas
dispersas formadas en la emulsién lo cual provoca la precipitacién del polimero y da como
resultado la formacién de las nanoparticulas con el farmaco encapsulado. Finalmente, el

disolvente es eliminado por filtracion o evaporacion (Figura 3)(12).



Adicion de Agua

L —- S — —
.! — — —_— —
-

/ 2 {

A /s A ./)
\ ~ e 4 v

. T _— .‘ - -

——— - —— —

\. | — . Fase organica L
\ /‘ Polimero+ Firmaco | Emulsificacion == Evaporacnon
\,_,f N .

C ———
_——

Purlflcaclon
Ao @

\ f ~——= Fase acuosa ‘
Wt agus +surfactante | ;@,@ @ @ @
<l = e G
| & aw L
g Difusion de solvente Y
Saturacion
de Fases

* Eirmaco "“Polimero of Surfactante

Figura 3. Esquema del método de difusion de disolvente (7)

Entre las ventajas que este método presenta pueden mencionarse su eficiencia de
encapsulamiento usualmente mayor al 70%, alta reproducibilidad de lote a lote, se obtienen
altos rendimientos de formacion, no es necesario la homogenizacion; pero como se presentan
ventajas también hay cierta desventajas como la gran cantidad de agua que debe eliminarse
terminando la primera etapa del proceso, asi como la baja eficiencia de encapsulamiento de

farmacos solubles en agua debido a su fuga hacia la fase externa acuosa (12).

2.1.2.3 Desplazamiento de Disolvente

Este método también es conocido como método de nanoprecipitacién. Es un método rapido y
facil para la formacion de nanoparticulas que implica la precipitacién instantanea de un polimero

a partir de una solucién organica por difusién del disolvente a un medio acuoso (Figura 4).



Se basa en la deposicion interfacial de un polimero después de desplazar el disolvente organico
de una solucion lipdfila a una fase acuosa. El polimero se disuelve en un disolvente miscible en
agua de polaridad intermedia y esta solucion se afiade a un medio acuoso con agitacion

constante, ya sea de un solo disparo, o con velocidad controlada gota a gota (13).
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Agua + Surfactante® |

(opcional*)

Precipitacion de polimero Nanoparticulas poliméricas

*Firmaco “.Polimero ,° syrfactante

Figura 4. Esquema del método de desplazamiento de disolvente (7)

Debido a la rapida difusién de la solucion que contiene al polimero, las nanoparticulas se forman
instantaneamente por evadir a las moléculas de agua (7).El uso de este método se limita a
disolventes miscibles en agua ya que su velocidad de difusién es la adecuada para una

emulsificacién espontanea (etanol o acetona).



Sin embargo, este método es frecuentemente utilizado para la encapsulacion de farmacos
lipofilicos debido a la miscibilidad de los solventes con agua. Gracias a una modificacion en el
pH del medio de dispersion, es posible modificar la ionizacién y por tanto, la solubilidad del
farmaco en el medio acuoso, lo que permite la aplicacion de este método para facilitar la

encapsulacion de farmacos hidrofilicos (13).

2.1.2.4 Salting- Out

Este método se basa en la separacion de un disolvente miscible en agua de una solucién
acuosa por medio del efecto de Salting-out (Figura 5). Este procedimiento puede ser
considerado una modificacion del método de emulsificacion- difusion de disolvente. Como un
primer paso, el polimero y el farmaco deben ser disueltos en un disolvente como acetona, que
posteriormente sera emulsionado en una solucion acuosa que contiene el agente precipitante
0 Salting-out (puede ser cloruro de magnesio, cloruro de calcio, acetato de magnesio) y un
estabilizante coloidal (hidroxietilcelulosa). Esta emulsion aceite/agua es diluida con un volumen
adicional de agua para provocar la difusion del disolvente organico, por ejemplo, acetona en la

fase acuosa, provocando la formacion de las nanoparticulas (12).
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Figura 5. Esquema del método Salting-out ((7)

2.1.3 Caracterizacion

Las caracteristicas mas importantes de los sistemas nanoparticulados son: tamafio de particula,

carga superficial, liberacion del farmaco y eficiencia de encapsulacion (10).

2.1.3.1 Tamafo de Particula

Es de las propiedades mas importantes de la caracterizacion de nanoparticulas, ya que
dependiendo de ésta se puede predecir el destino bioldgico ya sea érganos, tejidos o células
dafadas, disminuyendo la toxicidad asociada al farmaco al lograr asociar las nanoparticulas al
destino bioldgico especifico. Permite que la liberacion del principio activo sea poco invasiva, ya
gue el tamafio nanométrico permite atravesar poros y membranas celulares; Otorga control de

la liberacion incrementando la efectividad del farmaco.

La reduccion del tamafio de particula aumenta la velocidad de disolucion, lo que permite una

mejor biodisponibilidad del principio activo (11).
11



Uno de los métodos para determinar el tamafio de particula es la espectroscopia de correlacion
foténica que utiliza la técnica de dispersion dinamica de la luz. Dicha técnica relaciona las
fluctuaciones de la intensidad de luz que dispersa una particula en solucion bajo un movimiento

browniano en funcion del tiempo (13).

Este movimiento de las particulas provoca cambios en la intensidad de la dispersion de la luz
cuando el laser choca con ellas. Entonces, cuando las particulas son pequefias se mueven
rapidamente lo que acelera la variacion de la intensidad de dispersion (Figura 6). Mientras que

las particulas mas grandes que se mueven lentamente llevan a variaciones de dispersion mas

lentas (17).
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Figura 6. Esquema de la posible fluctuacion de la dispersion dindmica de la luz dinamica en particulas
grandes (a) y particulas de menor tamafio (b)
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2.1.3.2 indice de Polidispersién

El indice de polidispersion es un pardmetro obtenido de manera simultanea al tamafio de
particula, este provee informacion sobre el grado de dispersion del tamafio de las particulas.
Un valor que va desde 0 a 1 e indica heterogeneidad en la distribucion de tamafio de
nanoparticula de las muestras, los valores mas cercanos a 0 indican mayor monodispersidad
en las muestras, mientras que los valores cercanos a 1 indican mayor variabilidad en los

tamarios(18).

2.1.3.3 Carga Superficial (Potencial Zeta)

Cuando las particulas se encuentran dispersas en un medio acuoso, su superficie adquiere una
carga ya sea por la ionizacién de grupos de superficie o por adsorcion de especies cargadas.
Esta carga adquirida se expresa mediante potencial zeta, que es sin mas, una carga eléctrica
gue existe alrededor de las particulas. Es la diferencia de potencial entre el medio de dispersion

y la capa estacionaria unida a la particula dispersa (11).

La importancia del potencial zeta es que su valor puede estar relacionado con la estabilidad de
las dispersiones coloidales, mostrando el grado de repulsion entre particulas adyacentes,
cargadas en una dispersion. Un alto potencial zeta indica que la solucién o dispersion se resiste
a la agregacion por lo que existe mayor estabilidad y las particulas se mantienen en suspension
(Figura 7). Cuando el potencial es bajo, se tiene atraccion entre las particulas, se supera la
repulsion y se forman floculos, los cuales pueden sedimentar. Por consiguiente, los coloides
con alto potencial zeta se estabilizan eléctricamente y los coloides con bajos potenciales tienden

a coagular o flocular (19).
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Potencial zeta

Figura 7. Representacion del potencial Zeta

2.1.3.4 Encapsulamiento

El encapsulamiento es el proceso mediante el cual se introduce a la matriz una sustancia activa,
con el fin de impedir que se pierda, para protegerla de interacciones con otros compuestos y
promover su liberacion bajo condiciones controladas, o bien para aportar caracteristicas
deseadas en casos especificos. Encapsular confiere ventajas como: Mejorar la estabilidad del
farmaco, aumentar su solubilidad, absorcién y biodisponibilidad, asi como controlar su liberacién

(20).
2.1.3.5 Morfologia

La microscopia electronica involucra la interaccién de los electrones con la materia. Para el
estudio de sistemas coloidales, las microscopias electronicas de transmision (TEM) y de barrido
(SEM) son las técnicas mas directas utilizadas para determinar el tamario y la morfologia de las

particulas (21).
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La microscopia electrénica puede capturar imagenes con una resolucién muy alta; TEM y SEM
son los tipos de microscopia electronica mas comunes. SEM es un tipo de microscopia que usa
un haz muy fino de electrones para escanear la superficie de la muestra. La imagen que nos
brinda otorga informacién topogréafica y de la composicion elemental de la muestra, captura
imagenes blanco y negro 3-D. Por otro lado, TEM utiliza un amplio haz de electrones para crear
una imagen de la estructura interna de la muestra, detallando su morfologia, composicion y
estructura. Los componentes de SEM y TEM son muy similares; ambos tienen una fuente, un
cafién que emite el flujo de electrones hacia la muestra, pero las diferencias de funcion entre

los dos son muy significativas, la tabla 1 resume las diferencias existentes(22).

Tabla 1. Diferencia entre SEM y TEM (29)

Microscopio electrénicode  Microscopio electrénico de

barrido (SEM) transmisiéon (TEM)
Flujo de electrones haz fino y enfocado haz ancho
Tipo de imagen topografico / de superficie estructura interna
Resolucién baja alta
Ampliacion hasta 2 millones de veces hasta 50 millones de veces
Dimension 3-D 2-D
Espesor de la muestra muestras finas y gruesas muestras ultrafinas
Preparacion de la muestra sencilla elaborada
Costo menos costo mas costo
Velocidad rapido lento
Dificultad de operacidn facil de usar requiere mas capacitacion

15



2.2 Nanoparticulas Poliméricas de poli-vinil metil éter- anhidrido
maléico (PVME-AM, Gantrez AN-119)

2.2.1 Poli-vinil metil éter-anhidrido maléico (Gantrez AN-119)

El copolimero Gantrez AN-119 posee propiedades fisicoquimicas que lo caracterizan (Tabla 2).
Se utiliza en el campo farmacéutico debido a su capacidad de formar peliculas de recubrimiento
y también debido a su propiedad bioadhesiva. También se conoce su uso como espesante y

agente complejante. Una de sus mayores ventajas radica en su baja toxicidad (14).

Tabla 2. Propiedades Fisicoquimicas de Gantrez AN-119

CARACTERISTICAS Polvo blanco, inodoro e higroscépico

Soluble en: alcohol, fenoles, aldehidos,
piridina, ésteres alifaticos y cetonas

SOLUBILIDAD Se dispersa en: Agua

Insoluble en: Hidrocarburos aromaticos y
halogenados

VISCOSIDAD ESPECIFICA

e 0.1a0.5

Gravedad especifica
(25°C / conc)

1.018 al 5%
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La molécula de Gantrez AN-119 (Figura 8) esta constituida por una cadena lineal de monoalquil

ésteres que contiene grupos metil vinil éter y anhidrido maléico (13).

(~cH, ClH CH——CH—}-
S

Figura 8. Estructura quimica de la molécula de Gantrez AN-119

A pesar de ser insoluble en agua, al tener contacto con ella, el grupo anhidrido de la molécula

se hidroliza a su forma acida paulatinamente lo que favorece su solubilizacion (Figura 9) (14).
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Figura 9. Hidrdlisis de la molécula de Gantrez AN-119
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De esta manera, conforme el polimero se hidroliza, la suspensién de apariencia lechosa se

transforma en una solucién transparente, inodora y ligeramente viscosa (13).

2.2.2 Método de desplazamiento de disolvente para preparacion de nanoparticulas
poliméricas de polivinil metil éter-anhidrido maléico (NPs / PVME- AM)

El proceso de fabricacion de NPs / PVME-AM mediante desplazamiento de disolvente es
necesario disolver el polimero en un volumen especifico de acetona y posteriormente se
adiciona una solucién hidroalcohodlica bajo agitacion magnética para llevar a cabo la
desolvatacion. Las particulas se forman instantaneamente en el medio manifestandose como
una suspension lechosa. A continuacion, deben retirarse los disolventes organicos (acetona y
etanol) mediante evaporacion a presion reducida para obtener las particulas en una suspension
acuosa mas estable, en el proceso es necesaria una etapa suplementaria de estabilizacion de
las particulas mediante el uso de agentes reticulantes como la albumina humana y el 1,3-
diaminopropano, povidona o gelatina. Posteriormente las nanoparticulas formadas pueden ser
purificadas mediante ultracentrifugacion y finalmente pueden liofilizarse para su conservacion

(Figura 10) (9,14).
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Figura 10. Representacion esquematica del proceso de preparacion de NPs/PVME-AM y etapas donde
puede adicionarse el farmaco (23)

2.3 Acido Glicirricinico

2.3.1 Origen

.....

conocida como regaliz, planta nativa del centro y suroeste de Asia, cultivada en regiones
templadas y subtropicales del mundo incluyendo Europa y Asia (24). Crece especialmente en
zonas arenosas, cerca de rios o zonas con corriente de agua en general. Las flores son de color

azul o purpura que crecen en racimos alargados. La raiz es flexible y de sabor dulce (25).
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2.3.2 Historia

El regaliz es una de las plantas medicinales mas utilizada en el mundo, encontrada en
formulaciones tradicionales desde la antigiiedad. El uso de esta planta se remonta a las
antiguas culturas asiética, egipcia, china e india, al igual que fue muy apreciada por los romanos
y los griegos. Las fuentes indican que era utilizada para tratar sintomas atribuidos a infecciones
del tracto respiratorio y en sintomas de hepatitis.

Aparte de ser apreciada por sus usos terapéuticos también es conocida por su uso como
edulcorante, gracias a su sabor dulce. De hecho su nombre viene del griego glukus que significa

dulce y rhiza que quiere decir raiz (25).

2.3.3 Naturaleza Quimica

.....

localizar tres grupos carboxilo y cinco grupos hidroxilo los cuales tienen la capacidad de

interactuar con otros grupos funcionales formando puentes de hidrégeno (15).

20



PARTE HIDROFILICA

dcido carboxilico
grupo cetdnico

PARTE HIDROFOBICA

dcido carboxilico

Enlace glucosidico

grupos hidroxilo *

Figura 11. Estructura quimica de AG

El AG posee propiedades de superficie muy propias de su tipo, como gran actividad interfacial,

la capacidad de formar micelas capaces de asociarse y orientarse. Puede formar geles rigidos

a pH acidos y concentraciones bajas, y presenta una gran capacidad como agente emulsificante

debido al grupo carboxilo del extremo hidrofobico de la molécula que se disocia facilmente

(Tabla 3) (5,20) .
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2.3.4 Caracteristicas Fisicoquimicas

Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas de AG (13)

Férmula molecular C42H62016
Peso molecular 822.94 g/mol
Punto de Fusion 209 °C

Coeficiente de particion

Log K o/w = 2.80

Solubilidad Muy soluble en agua caliente, etanol
Practicamente insoluble en éter
pka ‘s pkal= 2.76; pka2= 2.81; pka 3= 4.71

Concentracion micelar

critica

2a3x10%mol/L

Apariencia fisica

Polvo blanco a amarillo claro

Naturaleza quimica

Saponina triterpenoide de origen natural

Uso terapéutico

Antiviral, antiinflamatorio, antioxidante,

antialérgico.

antiulceroso,

2.3.5 Accion Farmacolégica

El AG ha demostrado tener muchas propiedades farmacoldgicas entre las que se encuentran

su poder antiinflamatorio, antiulceroso, antialérgico, modulador del sistema inmune y antiviral,

lo que ha impulsado la investigacién en diversos estudios in vitro e in vivo para el tratamiento

de diversos padecimientos (26). El efecto antiinflamatorio y antiulceroso del AG se produce por

la inhibicion de la produccion de prostaglandinas y por su gran capacidad antioxidante.
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Se ha visto que incrementa en la sintesis de interferén, provocando la activacion de los
macroéfagos aumentando las propiedades fagociticas y bactericidas, produciendo entonces una
doble accién: antiviral y antiproliferativa (27). Se han propuesto dos mecanismos mediante los
cuales el AG logra su efecto antiinflamatorio; el primero es inhibiendo el metabolismo de
glucocorticoides. El segundo es inhibiendo los procesos generados por neutrofilos que son los
mediadores de la inflamacion. El potencial terapéutico del AG es limitado debido a su escasa
solubilidad en agua, asi como en fluidos biolégicos que resultan en una baja biodisponibilidad.
Para superar este problema, en los Ultimos afios se han estudiado varias preparaciones
incluyendo AG. Estos incluyen: liposomas, nanoparticulas y complejos de inclusion con

ciclodextrinas (26).

El AG ha sido propuesto como antiviral, actuando sobre diversos virus in vitro e in vivo,
impidiendo la replicacion tanto de los virus ADN y ARN, virus varicela zoster (VZV), virus de
inmunodeficiencia humana (VIH), virus del papiloma humano, influenza A y B, Herpes Simple
(HSV) 1y 2, Hepatitis B y C, sin toxicidad de las lineas celulares usadas en diversos ensayos.
El AG disminuye la replicacion de los virus en un estado temprano, ademas impide la salida del

viridn de su capside y con esto evita su penetracion a las células.(24)

Se ha demostrado su accion antioxidante mediante la inhibicién de la peroxidacion lipidica en
microsomas de higado de rata y la proteccion de la funcién mitocondrial ante el estrés oxidativo.
La actividad hepatoprotectora se ha estudiado in vitro, demostrandose que previene cambios

en la permeabilidad de la membrana celular (27).

debido a que induce la apoptosis de células tumorales.
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Los nuevos hallazgos sugieren que la mayoria de los mecanismos de regulacion del crecimiento
celular se dafian en el proceso de inicio del cancer y el crecimiento celular se sale de control.
La apoptosis o muerte celular programada es uno de los mecanismos fundamentales que
regulan el crecimiento y la muerte celular. Basicamente, la apoptosis se activa mediante un
receptor de superficie celular llamado Fas que se une a un ligando en la célula activadora que
a menudo es un linfocito llamado ligando Fas (FasL). La interaccién de Fas y FasL conduce a
la muerte celular. Estudios recientes han demostrado que muchos canceres se han vuelto
resistentes a la apoptosis (28). Efectos Gastrointestinales: ElI AG tiene propiedades
antiulcerosas, parece elevar la concentracion de prostaglandinas que promueven la secrecion
de mucosay la proliferacion de células en el estomago. Efectos antioxidantes: se ha mostrado
gue algunos derivados de la glicirricina protegen la piel de radicales libres. Accion
Hepatoprotectora: En el mundo, especialmente en Asia, el AG es usado en tratamientos
intravenosos de hepatitis B, se ha observado que hace decrecer los niveles de aminotransferasa
en pacientes con hepatitis cronica. Esto sugiere que el AG tiene un efecto que previene el

desarrollo de células hepaticas cancerigenas (27).

Actualmente existen diversos medicamentos que contienen AG en su formulacion y son
utilizados en el tratamiento de algunos padecimientos; entre estos medicamentos se
encuentran: EPIGEN® Solucion spray, utilizado como antiherpético en el tratamiento de herpes
simple (VSV 1y HSV2); VIUSID®, jarabe, usado como antiviral contra hepatitis B (VHB) y C
(VHC) y el virus de la malaria; GLIZIGEN®, en spray y barra labial, utilizado como antiviral en

infecciones de origen sexual (29).
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2.4 Microbiota vaginal
2.4.1 Definicién

Se le denomina microbiota al conjunto de comunidades microbianas especificas y complejas,
los cuales son diferentes dependiendo del sitio del cuerpo en el que se encuentren. Las
bacterias que habitan en la vagina humana son la primera linea de defensa contra agentes
patdgenos, tanto por exterminio directo como por exclusion competitiva de éstos. Actualmente
se ha dado un enorme crecimiento en el entendimiento de la funcién de la flora vaginal, la
interaccion entre las comunidades bacterianas y el ambiente externo, que tienen gran influencia

en la salud sexual y las enfermedades de transmision sexual (30).

Se han identificado diferentes tipos de microbiota vaginal, predominando cuatro especies de
Lactobacillus: Lactobacillus crispatus, Lactobacillus iners, Lactobacillus gasseri y Lactobacillus
jensenii cuyos niveles poblacionales estan directamente relacionados con la salud de la vagina

(31).

2.4.2 Microbiotavaginal y pH como factores primordiales en infecciones causadas por
virus de papiloma humano (VPH)

Se ha planteado la hipotesis de que la microbiota vaginal interactta con los agentes patdégenos
de transmision sexual de dos maneras: Una es que la microbiota vaginal contribuye de manera
directa en los procesos patologicos de las infecciones genitales y sus secuelas a largo plazo, y
otra es que los agentes patdgenos de infecciones de transmision sexual (ITS) podrian influir en
la composicién de la microbiota vaginal (31). También debe relacionarse el pH con la salud de

la microbiota vaginal.
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El pH normal de las secreciones vaginales se encuentra dentro de un rango de 3.6 hasta 5.0
(4). Después de la menopausia el pH aumenta de 7.0 a 7.4 debido a la disminucion en la
produccion de glucégeno en las células (32).Un pH dentro de los limites es indicativo de una
microbiota vaginal sana, la cual es capaz de proteger al organismo de agentes patégenos
externos, no obstante un pH por arriba de 5 se ha asociado a una prevalencia del VPH y a

neoplasia cervical (33).

2.5 VPH

2.5.1 Generalidades

El VPH pertenece a la familia Papillomaviridae. Son un grupo de virus de ADN de doble cadena,
no poseen envoltura y tienen un diametro aproximado de entre 52-55 nm. La importancia de
saber mas acerca de la naturaleza de este virus recae en que es un agente comunmente ligado
a diferentes tipos de canceres, entre ellos del cuello uterino (34). Hoy en dia se conocen mas
de 100 tipos virales que se relacionan con la capacidad oncogénica, se clasifican en tipos de
bajo y alto riesgo. Los que pertenecen a la categoria de bajo riesgo tienen poca o nula capacidad
de causar CaCu, pero son causantes de la formacion de verrugas genitales, estos VPH de bajo
riesgo son : 6, 11, 40, 42, 43, 44, 53, 54, 61, 72, 73 y 81. Por su parte los VPH de alto riesgo
mas frecuentes son: 16, 18, 45, 31, 33, 52, 58, 35, 59, 56, 39, 51, 68 y 66. De los cuales el tipo

16 y 18 estan relacionados con el 70% de los casos de CaCu (35).
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2.5.2 Causas de latransmision y factores de riesgo

El VPH es una de las infecciones de transmisién sexual mas frecuentes en el mundo, misma
gue puede ser asintomatica por mucho tiempo (36). Usualmente las infecciones por VPH son
transitorias, pero existen factores que pueden incrementar su persistencia, entre ellos puede
haber factores genéticos o adquiridos por la edad, la inmunodepresién, el tabaquismo y factores
virales (genotipo, carga viral, integracion). Entre los posibles factores de riesgo de contagio se
encuentran: Tener mas de una pareja sexual, pareja sexual masculina sin circuncidar, uso a

largo plazo de anticonceptivos hormonales, infeccion por VIH (3).

Ademas de las causas ya mencionadas, se han identificado otros factores de riesgo que
parecen asociarse con el comportamiento del VPH entre los que se encuentran los factores

nutricionales (la deficiencia de antioxidantes como folatos, vitaminas A, Cy E) (37).

2.5.3 Estructuragendmica

El virus del VPH es de estructura icosaédrica con una doble cadena de ADN circular de 7500 a
8000 pares de bases. La capside del virion consta de dos proteinas, la L1 y L2 conocidas como
promotores tardios que constituyen la capside (Figura 12). El VPH codifica de 8 a 10 genes y
los factores necesarios para la produccion, transcripcion, traducciéon del virus y replicacion de
ADN los otorga la célula hospedera (36). EI genoma viral codifica dos proteinas que se conocen
con el nombre de proteinas tardias y seis proteinas mas denominadas proteinas tempranas. De

acuerdo con su funcion estan organizadas de la siguiente manera:
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e Proteinas tempranas no estructurales: E1-E7 Codifican proteinas que funcionan como
genes replicadores y reguladores que se transcriben al inicio del ciclo vital del virus.

e Proteinas tardias estructurales: L1 y L2 Codifican las proteinas de la capside que se
expresan al final del ciclo vital de virus.

e Proteinas reguladoras (LCR): Esta es la region larga de control que contiene elementos

de control de la transcripcion y regulacion, es una zona no codificante (38,39) .

estimula la actividad de E6 y E7

Escencial para la replicacion y
generanfio .inestabilidad 2 e transcripcion viral, segregacion gendmica
cromosémica \ y encapsidacion
E5 F4 controla la maduracin viral y la salida de los
viriones
4000 3000

proteina secundaria de Ia | - 2000 v
cépside, participa en la [ ] ‘ \| ” st
ik olx s M oo )| JEL eplcaciny ranscrpcon vial
su ransporte al nicleo \ \ | P y P

\

7000 8000

-

L1 R o R\\ Induce la degradacion de la proteina supesora
L — . . \;__// de tumores del retinoblastoma (pRB) ,
enla capside (80%) LCR E6 conllevando a la sobreproduccion de viriones
reconoce receptores sobre / iniectados:

la célula hospedera Induce la degradacion de la proteina

supresora de tumores p53; inhibe la
apotosis; contribuye a la evacion de la
respuesta inmunitaria para favorecer la
presencia del virus en la célula infectada

Figura 12. Representacion esquematica de la estructura genémica del VPH (39)
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2.5.4 Ciclo viral del VPH

El ciclo y crecimiento del virus del VPH esta directamente relacionado con el crecimiento y
diferenciacion de las células epiteliales hospederas. El virus inicia su ciclo infectando a las
células de las capas basales del epitelio, aqui inicia la transcripcion de sus genes. La manera
en que el virus del VPH llega hasta este punto es por medio de lesiones, abrasiones o micro
heridas que se producen en el tejido (Figura 13). El virus se une a la célula por medio de

receptores de membrana especificos (a6-Integrina).

Una vez ocurrido esto, el virus se establece en el nacleo de la célula infectada; en este punto
del ciclo, el ADN viral permanece en estado episomal (circular) y fuera de los cromosomas de
la célula anfitriona, replicandose a niveles bajos (entre 50 y 100 copias por célula), en
coordinacion con los mecanismos de division propios de la célula infectada. Cuando estas
células se diferencian y migran de la capa basal al estrato escamoso del epitelio, la replicacion
viral se estimula (al menos 1000 copias por célula), produciendo la acumulacion de viriones
dentro del ndcleo. EIl dltimo paso en el ciclo es el ensamble del viridbn y su maduracion, que
ocurre en las capas superiores del epitelio donde es liberado para poder infectar a otras células

cercanas (34-36).
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Figura 13. Esquema representativo del ciclo viral de VPH (35)

2.5.5 CaCu y lesiones precursoras

El cancer cérvico uterino (CaCu) es una enfermedad que se desarrolla en la zona de
transformacién de la unién escamo-columnar del cuello uterino, a partir de lesiones recurrentes
después de una infeccién por VPH, se ha demostrado que casi todos los casos de cancer
cervical y de neoplasia intraepitelial cervical severa son positivos al ADN viral de VPH. Se
conocen diversos tipos de CaCu entre los que predominan el escamoso (90 - 95%) y el

adenocarcinoma cervical (<5%).
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Las lesiones precursoras son crecimientos anormales de las células escamosas del cuello
uterino y éstas se clasifican en lesion escamosa intraepitelial de bajo grado (LEIBG) o neoplasia
intraepitelial cervical 1 (CIN 1) o lesion escamosa intraepitelial de alto grado (LEIAG) o neoplasia
intraepitelial cervical 2 (CIN 2)- neoplasia intraepitelial cervical 3 (CIN 3). La mayoria de las CIN
1 regresan con poca frecuencia, no obstante, pueden pasar de ser de bajo a alto riesgo, ya que
a medida en que es recurrente se lleva a cabo la integracion del ADN viral que puede llevarlo
al punto de ser de alto riesgo (2,36). El cancer cérvico uterino se distingue por ciertas fases. La
clasificacion morfologica de la carcinogénesis va desde : Epitelio normal, NIC en sus tres grados

NIC 1, NIC 2 y NIC 3y por ultimo carcinoma invasor desde grado | hasta grado IV (Figura 14)

(36).
eliminacion del virus/ regresion a la normalidad presencia viral / progresion a CaCu
NIC I-11 NIC Il CaCu
infeccion Progresion esiEs Cancer
S-S Cuello infectado —  » B
Cuello normal por VPH precancer  — > EERECIALSS)
«— e

uterino

l

Anomalias ligeras citoldgicas
y/o histoldgicas

Figura 14. Etapas de la infeccién por VPH y su posible transformacion en CaCu (1,36)
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2.5.6 Diagnostico y Tratamiento

La mortalidad por el cancer cervical ha disminuido aproximadamente en un 70% debido a los
programas de deteccion temprana de los cambios celulares en el cérvix. Se ha establecido que
la edad para detener el seguimiento es a los 65 afios de edad si durante la ultima década los

resultados de la prueba de Papanicolaou han sido normales (37).

El diagndstico citolégico se basa en la técnica de Papanicolaou y Traut (1941), que tiene en
cuenta las propiedades de las células del epitelio del cuello uterino y las caracteristicas
nucleares y citoplasmaticas (Figura 15). Permite diagnosticar las lesiones especificas

infecciosas por Trichomonas, Chlamydias, virus del Herpes, VPH y otras (3).

En una citologia asociada a lesiones moderadas causadas por VPH las células tienen un
tamafo general grande, el nucleo es el triple de tamafio del area de una célula normal, las
células sufren hipercromasia nuclear y hay presencia de coilocitos. En lesiones intraepiteliales
de alto grado se ven afectadas las células menos maduras, su tamafo es variable y la
membrana nuclear es muy irregular. En un adenocarcinoma las células estan dispuestas en
lamina, grupos o rosetas con nucleos aglomerados superpuestos que a veces sobresalen de la
periferia, los nudcleos estan agrandados, elongados y estratificados; hay presencia de

hipercromasia nuclear, es frecuente observar mitosis y cuerpos apoptoticos (40).
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Figura 15. A) citologia normal; B) citologia asociada a infeccién por VPH; C) citologia asociada a lesion
epitelial escamosa de alto grado; D) Adenocarcinoma (40)

La colposcopia se realiza con la utilizacion de acido acético al 5% y vision bajo colposcopio,
permite detectar lesiones que se han categorizado en positivas o negativas. Entre los resultados
anormales o positivos se citan la lesion aceto blanca que puede variar en intensidad y tiempo
de tincion en dependencia de la cantidad de proteinas acumuladas en el epitelio, el punteado,

el mosaico y la presencia de vasos atipicos (3).
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La PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) es una de las técnicas moleculares que con
mayor frecuencia es utilizada para detectar el ADN viral del VPH en células cervicovaginales
permitiendo conocer de esta manera la prevalencia de la infecciébn en mujeres citologicamente
normales y en aquellas con enfermedades (displasia 6 cancer). A través de estos métodos se
ha hecho evidente que el ADN del VPH constituye el factor de riesgo mas significativo para el
desarrollo de estas enfermedades. La finalidad de la PCR es identificar el genoma del VPH en
células cérvico-vaginales, estimar la prevalencia de la infeccion, determinar la prevalencia y la
variabilidad de genotipos circulantes en nuestra poblacion y relacionar el genotipo de VPH con

el tipo de lesiones genitales (41).

El tratamiento de las lesiones causadas por el VPH tiene diferentes modalidades terapéuticas.
Por un lado, los métodos quimicos que involucran citotoxicidad inducida quimicamente: a)
Podofilina: esta indicada solo en el tratamiento de los condilomas acuminados producidos por
virus del papiloma humano en la vulva, regién perineal y perianal. No se aplica en lesiones del
cuello uterino por su potencial de poder oncogénico. Previene la union de la polimerizacion de
la tubulina requerida para el ensamble de los microtibulos de los nucleos celulares, b) Acido
Tricloroacético: Es un agente caustico muy utilizado en el tratamiento de lesiones de bajo grado
y acuminadas, c) Interferon: Posee un efecto antiviral, antiproliferativo e inmunomodulador. Su
administracion no esta exenta de efectos no deseados como: fiebre, escalofrios, nauseas,
vomito y alteracion de la funcion hepatica; su aplicacion se realiza por via sistémica,
intramuscular o inyeccion intraperitoneal, d) Acido Glicirricinico: En estudios realizados, el acido
glicirricinico ha demostrado remitir lesiones intraepiteliales de bajo grado en pacientes tratados
a la cuarta semana de iniciado un tratamiento con dos vias de administracion: oral cada 12

horas y de forma tépica (aerosol) cada 8 horas.
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Los métodos fisicos o ablativos que destruyen el tejido lesionado entre los que se encuentran:
a) Criocirugia: Consiste en la destruccion mediante congelamiento del tejido a tratar. Para ello
se utilizan gases refrigerantes que se aplican sobre el tejido. Los gases utilizados son: nitrégeno
liquido, éxido nitroso o didxido de carbono, b) Laser: El empleo de laser de diéxido de carbono
es aceptado hoy en dia como un tratamiento eficaz para lesiones escamosas intraepiteliales.
Asi mismo el proceso de cicatrizacion depende de la recuperacion de los tejidos adyacentes a

la zona tratada (42).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Preparar y caracterizar nanoparticulas de poli-vinil metil éter- anhidrido maléico (NPs / PVME-
AM), obtenidas mediante el método de desplazamiento de disolvente, destinadas a la

.....

detectadas en el cuello del Gtero, provocadas por VPH.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Preparar NPs / PVME-AM mediante el método de desplazamiento de disolvente, evaluando
el efecto del tipo de agitacion y la velocidad de inyeccion, con el fin de obtener particulas
monodispersas de tamafio hanomeéetrico.

e Caracterizar las nanoparticulas obtenidas por su tamario, indice de polidispersion, potencial
zeta y morfologia.

e Incrementar la tasa de incorporacion de AG en las nanoparticulas obtenidas por el método
de desplazamiento de disolvente, adicionando al proceso una etapa para la adsorcion del

farmaco.
4 HIPOTESIS

Si se modifican las condiciones para la preparacion de NPs/PVME-AM por el método de
desplazamiento de disolvente, sera posible la obtencion de nanoparticulas con caracteristicas
tecnolégicas adecuadas en cuanto a tamafio, indice de polidispersion, potencial Zeta y
capacidad de incorporacion de AG, que puedan ser evaluadas como una alternativa potencial

para el tratamiento de lesiones cervicouterinas provocadas por VPH.
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5 EQUIPOS Y MATERIALES

5.1 MATERIALES

e Poli-vinil metil éter-anhidrido maléico de nombre comercial Gantrez AN119® donado por

Ashland Specialty Ingredients, Ciudad de México, México

e Acetona (Tecsiquim SA de CV, México)

e Etanol absoluto (Tecsiquim SA. de CV, México)

e Agua desionizada GA (Milli-Q®, Millipore, EUA)

e Cloruro de sodio (Fermont, Productos Quimicos Monterrey, México)

e Hidroxido de potasio (Fermont, Productos Quimicos Monterrey, México)
e Acido Clorhidrico (Tecsiquim SA. de CV, México)

5.2 EQUIPOS

e Balanza analitica (Shimadzu ATX 224)

e Potenciometro (Oakton, Thermo Scientific, Singapur)

e Parrilla con agitaciéon magnética (Cimarec®, Thermoline, EUA)

e Rotavapor® R-3 (Buchi Labortechnik, AG)

e Nanosizer Nano-ZS90 (Malvern, USA)

e Ultraturrax (IKA® T18, Alemania)

e Bomba de inyeccién (Cole- Parmer® 100, Instrument Company, USA)
e Ultracentrifuga (Beckman Coulter XL-100K, EUA)

e Espectrofotbmetro UV-Vis (Hitachi ® U-5100, Chiyoda, Tokio, Japon)
e Vortex (Mixer, modelo M167715, EUA)

e Microscopio Electrénico de Transmision (JEOL- JEM 1010)
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6 METODOLOGIA

La metodologia general que se siguidé para el desarrollo de este trabajo se resume a

continuacion (Figura 16):

Preparacion de NPs/ PYME-AM por el método de
desplazamiento de disolvente modificado

| Tamafio de particula ‘4—

Efecto del tipo de agitacion y
‘ INdiceide velocidad de inyeccion
polidispersion 4% Tamafio de particula ‘
| Potencial Zeta ‘4— 4% indice de polidispersién ‘
Optimizacion del _4’{ Potencial Zeta ‘
método
4{ Morfologia ‘

N Eficiencia de
incorporacion

Figura 16. Resumen de metodologia experimental

El método desarrollado para este estudio se fundamenta en el desplazamiento de disolvente
para la formacion de nanoparticulas de poli vinil metil éter-anhidrido maléico (NPs/PVME-AM)
el cual fue adaptado para los fines de este proyecto. El método propuesto es el que se presenta

a continuacion.
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6.1 Método General para la preparacién de nanoparticulas

Preparar una fase acuosa que consiste en una solucién hidroalcohdlica a partir de una mezcla
etanol: agua en proporcion 1:1, acidificada con acido clorhidrico diluido hasta un pH de 2.9.
Pesar 100 mg de AG y disolver en 50 mL de solucién hidroalcohdlica pH 2.9. Para la fase
organica pesar 220 mg de PVME-AM (Gantrez AN-119) y diluir en 10 mL de acetona. Con ayuda
de una bomba de inyeccion incorporar la fase organica por goteo constante a una velocidad
de 1.6 mL/min sobre la fase acuosa bajo agitacion de alta cizalla a 5,000 rpm. Una vez
terminada la inyeccion del volumen total de la fase organica, dejar en agitacion durante 5
minutos mas para permitir la incorporacion de las fases; Posteriormente eliminar los disolventes

organicos a presion reducida a 40 °C durante 10 min, y recuperar la suspension resultante

(Figura 17).
220 mg de Gantrez AN-11%+ 10 mL acetona
velocidad de inyeccidn 1.6 mL/ min
Suspencion de MPs
5,000 rpm — A/ P

cargadas con AG

€2

50mlL de fase acuosa o i
pH2.9 Eliminacion de disolventes por

presion reducida [£0°C; 10 min)

Figura 17. Método para la preparacion de NPs/ PVYME-AM
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6.2 Efecto del tipo de agitacidon y la velocidad de inyeccion sobre las
caracteristicas de las nanoparticulas poliméricas
Para estudiar la influencia de algunas variables en el metodo de formacion de NPs y cémo
estas pueden afectar caracteristicas como tamafio de particula, potencial Zeta e indice de
polidispersién se establecié un disefio experimental factorial 22 (Tabla 4) con ayuda del
programa “Statgraphics centurion XVIL.I” (2009), que se compone de dos factores
experimentales (Tipo de agitacion y velocidad de inyeccion), con dos niveles y tres respuestas:

Tamafo de particula (nm), Potencial Zeta (mV) e indice de polidispersion.

Tabla 4. Disefio experimental factorial

TIPO DE AGITACON VELOCIDAD DE INYECCION
ULTRATURRAX 1.6 mL / min
AGITACION MAGNETICA 1.6 mL/ min
ULTRATURRAX 1.0 mL / min
AGITACION MAGNETICA 1.0 mL / min
ULTRATURRAX 1.6 mL / min
AGITACION MAGNETICA 1.6 mL / min
ULTRATURRAX 1.0 mL / min
AGITACION MAGNETICA 1.0 mL / min
ULTRATURRAX 1.6 mL / min
AGITACION MAGNETICA 1.6 mL / min
ULTRATURRAX 1.0 mL / min
AGITACION MAGNETICA 1.0 mL / min
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6.3 Caracterizacion de nanoparticulas poliméricas de poli-vinil metil
éter-anhidrido maléico

Las nanoparticulas obtenidas se caracterizaron fisicamente determinando el tamafio de

particula, potencial zeta, morfologia, eficiencia de atrapamiento.

6.3.1 Tamafno de Particula

Esta caracteristica se determina mediante espectroscopia de correlacién foténica que utiliza la
técnica de dispersion dindmica de la luz. Es importante realizar una dilucién de la suspension
de nanoparticulas en un rango aceptado por el equipo que en este caso fue de 200 pL de
muestra en 2 mL de agua desionizada. Se determind el tamafio de particula a un sistema

placebo y a un sistema cargado con AG por triplicado.

6.3.2 Potencial zeta

Para obtener la carga eléctrica superficial o potencial zeta de las NPs se toma una muestra de
las NPs en suspension con las que se mide el tamafio de particula y se colocan en una celda
con sistema micro electroforético y se pasa por una corriente eléctrica de 125 mV a 25°C para
conocer la movilidad electroforética midiendo la velocidad con la que migran las particulas de
un electrodo a otro. Se determind el potencial zeta de un sistema placebo y uno cargado con

AG por triplicado.
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6.3.3 Morfologia

La morfologia de las particulas se observdo mediante microscopia electronica de transmision
(JEOL- Mod. JEM1010). El trabajo lo realiz6 el Dr. Edgar Oliver Lopez-Villegas y la Dra. Maria
del Rosario Espinoza-Mellado de la Central de Microscopia, ENCB, del Instituto Politécnico
Nacional. Se determiné la morfologia de nanoparticulas placebo y nanoparticulas conteniendo
AG. Se tomaron micrografias en al menos tres campos de visualizacion. El tamafio de
nanoparticula obtenido por medio de esta técnica se utiliz6 como punto comparativo con los

resultados obtenidos por dispersion dinamica de luz.

6.3.4 Eficienciade incorporacién (El)

Con el fin de determinar la eficiencia de incorporacion de AG en las nanoparticulas formadas,

se prepararon tres sistemas, cuyo procedimiento se describe a continuacion:

6.3.4.1 Sistema 1 (AG Encapsulado)

Pesar 50 mg de AG y disolver en 50 mL de solucién hidroalcohdlica pH 2.9 (fase acuosa). Para
la fase organica pesar 220 mg de Gantrez AN-119 y disolver en 10 mL de acetona. A
continuacion, incorporar la fase organica por goteo constante con ayuda de una bomba de
inyeccion a una velocidad de 1.6 ml/min sobre la fase acuosa bajo agitacion de alta cizalla a
5,000 rpm. Una vez terminada la inyeccion del volumen total de la fase organica, mantener en
agitacion durante 5 minutos mas para permitir la incorporacién de las fases; eliminar los
disolventes organicos por presion reducida a 40 °C durante 10 minutos empleando un rotavapor

y recuperar la suspension de nanoparticulas cargadas con AG.
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Posteriormente centrifugar durante 40 min a 50,000 rpm para separar el AG no encapsulado
gue se encuentra en el sobrenadante del AG atrapado en las NPs sedimentadas. Resuspender
las nanoparticulas sedimentadas en 25 ml de agua destilada y permitir la hidrolisis del polimero
durante 24 h, leer la muestra mediante espectrofotometria UV-VIS a 255nm y cuantificar AG

empleando la curva de calibracion preparada para este efecto (ver anexo 1) (Figura 18).

220 mg de Gantrez AN-11% + 10 mL acetona
velocidad de inyeccidn 1.6 mLJ/ min

% S Suspencion de MPs

3,000 rpm — cargadas con AG

QP

50me de AG + 50mL de

fase acuosa pH 2.9 Eliminacion de disolventes por

presidn reducida [($0°C; 10 min)

AG encapsulado en

nanoparticulas poliméricas Centrifugar por 40

min a 50,000 rpm

Figura 18. Procedimiento para obtener AG encapsulado en NPs/ PVME-AM
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6.3.4.2 Sistema 2 (AG Encapsulado y Adsorbido)

Pesar 50 mg de AG y disolver en 50 mL de solucion hidroalcohdlica pH 2.9 (fase acuosa). Para
la fase orgénica pesar 220 mg de Gantrez AN-119 y disolver en 10 mL de acetona. A
continuacién, incorporar la fase organica por goteo constante con ayuda de una bomba de
inyeccién a una velocidad de 1.6 mL/min sobre la fase acuosa bajo agitacién de alta cizalla a
5,000 rpm. Una vez terminada la inyeccién del volumen total de la fase organica, mantener en
agitacion durante 5 minutos mas para permitir la incorporacion de las fases; eliminar los
disolventes organicos por presién reducida a 40 °C durante 10 minutos empleando un rotavapor
y recuperar la suspension de nanoparticulas cargadas con AG. Posteriormente centrifugar
durante 40 min a 50,000 rpm para separar el AG no encapsulado que se encuentra en el
sobrenadante del AG atrapado en las NPs sedimentadas. Este sistema representa el AG
encapsulado en las nanoparticulas poliméricas. Después de la fase de encapsulacion, las
nanoparticulas sedimentadas se resuspenden durante 1 hora, bajo agitacibon magnética
constante, en una solucion de AG, para lo cual se pesan 200 mg de AG y se disuelven en 200
ml de agua destilada. Transcurrido este tiempo, la dispersidon se centrifuga de nueva cuenta, a
las condiciones antes mencionadas (40 min; 50,000 rpm). Resuspender las nanoparticulas
sedimentadas en 25 ml de agua destilada y permitir la hidrélisis del polimero durante 24 h, leer
la muestra mediante espectrofotometria UV-VIS a 255nm y cuantificar AG empleando la curva

de calibracién preparada para este efecto (ver anexo 1) (Figura 19).
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220 mg de Gantrez AN-11%9 + 10 mL acetona
velocidad de inyveccidn 1.6 mLJ/ min

Suspension de NPs

3,000 rpm — & cargadas con &G
S0mg de AG + 50mL de Eliminacian de disolventes por
fase acuosa pH 2.8 presion reducida (40°C; 10 min)

Reszuspension de NPs

en sedimento con 50 ml de el - U h

sol. de AG; 1hr

Sedimentacion de

MPs poliméricas
‘ Centrifugacion a

50,000 rpm por 40 min.

= U

AG adsorbido v encapsulado en

Centrifugaciona nanoparticulas poliméricas
50,000 rpm por 40 min.

Figura 19. Procedimiento para encapsular y adsorber AG en NPs/ PVME-AM
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6.3.4.3 Sistema 3 (AG Adsorbido)

Pesar 220 mg de Gantrez AN-119, disolver en 10 mL de acetona (fase organica). A
continuacion, se adiciona por goteo constante en 50 ml de solucion hidroalcohdlica pH 2.9 (fase
acuosa) por goteo constante con ayuda de una bomba de inyeccién a una velocidad de 1.6
ml/min; una vez terminada la inyeccion del volumen total de la fase organica, la dispersion se
mantuvo en agitacion durante 5 minutos mas para permitir la incorporacion de las fases.
Posteriormente, se eliminaron los disolventes organicos por evaporacion a presion reducida a
40°C durante 10 min, empleando un rotavapor. Recuperar la suspensién resultante obtenida de
nanoparticulas placebo y se centrifugar durante 40 min a 50,000 rpm, para separar las NPs
formadas (en el sedimento) las cuales se deben resuspender con agitacion magnética constante
durante 1 hora, en una solucion de AG, para lo cual se pesan 200 mg de AG y se disuelven en
200 ml de agua destilada. Esta dispersion se centrifuga de nueva cuenta a las condiciones ya
mencionadas (40 min; 50,000 rpm). Resuspender las nanoparticulas sedimentadas en 25 ml de
agua destilada y permitir la hidrélisis del polimero durante 24 h, leer la muestra mediante
espectrofotometria UV-VIS a 255nm y cuantificar AG empleando la curva de calibracion

preparada para este efecto (ver anexo 1) (Figura 20).
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La eficiencia de incorporacion fue calculada de acuerdo con la siguiente ecuacion:

E|l= Cantidad de AG (mg)
Peso total de PVME—-AM (mg)

220 mg de Gantrez AN-119 + 10 mlL acetona
velocidad de inyeccidn 1.6 mLJ min

5,000 rpm — MPs placebo

- U

i Sedimentacidn de
Eliminacion de disolventes por 50,000 rpm por 40 min. MNPs poliméricas

presion reducida (40°C; 10 min)

Resuspension de NPs
en sedimento con 50 ml de T
sol. saturada de AG; 1hr -

Figura 20. Procedimiento para adsorber AG en NPs/ PVME-AM

Centrifugacion a
50mL de fase acuosa

pH2.9

AG adsorbido en nanoparticulas
s Centrifugacion a
pO'ImETICES 50,000 rpm por 40 min.
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7 RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

El método de desplazamiento de disolvente describe la formacion de NPs/PVME-AM por medio
de la desolvatacion del polimero bajo agitacion; los disolventes organicos se eliminan por
evaporacion a presion reducida y las particulas se obtienen con una apariencia de suspension
lechosa (9,14). El mecanismo de formacion de las NPs se debe a la turbulencia interfacial entre
dos fases liquidas generada durante la difusion del solvente lo que ocasiona movimientos que
promueven la formacion de globulos nanométricos, seguido de la agregacién del polimero
(Figura 21) (43) . Este método es preferido sobre los demas meétodos de obtencion de NPs
debido a que es sencillo, rapido, reproducible, robusto y econémico haciéndolo buena opcion

para la formacion de estos sistemas.

Difusion
Glébulos Nanoparticulas
@ ® :
Corrientes
® .
Polimero @ Agua
+ disolvente

@ o .

Figura 21. Mecanismo de formacion de NPs en el método de desplazamiento de disolvente (43)
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7.1 Efecto del tipo de agitacidon y velocidad de inyeccién sobre las
caracteristicas de las nanoparticulas poliméricas

La finalidad de comparar distintas condiciones de agitacion y velocidad de inyeccion fue

determinante para demostrar si estos factores influyen considerablemente sobre las

caracteristicas de las NPs, eligiendo las condiciones que permitieran obtener sistemas de talla

nanomeétrica con baja polidispersion, para proceder a la incorporacion del AG. El analisis se

llevé a cabo con NPs/PVME-AM, a partir de un disefio experimental multifactorial aleatorio,

donde se evaluaron dos factores, tipo de agitacion y velocidad de inyeccion, con dos niveles

cada uno, teniendo como variables de respuesta el tamafo de particula, potencial zeta y el

indice de polidispersion. Los experimentos que se realizaron de acuerdo a este disefio y los

resultados obtenidos para cada uno se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Resultados del disefio experimental multifactorial (Statgraphics centurion XVI.I, 2009)

FACTORES VARIABLES
Tipo de agitaciéon Velocidad de Tama# i indi
inyeccién (ml/min) amafio de Potencial Indice de
particula (nm) Zeta (mV) polidispersion
Ultraturrax 1.6 152 -27 0.379
Agitacidon magnética 1.6 170 -25 0.307
Ultraturrax 1.0 122 -28 0.507
Agitacion magnética 1.0 150 -24 0.290
Ultraturrax 1.6 173 -22 0.274
Agitacion magnética 1.6 156 -23 0.268
Ultraturrax 1.0 141 -21 0.523
Agitacion magnética 1.0 161 -26 0.256
Ultraturrax 1.6 162 -26 0.232
Agitacion magnética 1.6 156 -24 0.269
Ultraturrax 1.0 160 -22 0.256
Agitacion magnética 1.0 160 -22 0.266
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TIPO DE AGITACION
—=— AG. MAGNETICA
—+— ULTRATURRAX

Gréfica 1. Efecto de la velocidad de inyeccion y tipo de agitacion en el tamafio de particula

En general, como se observa en la Gréfica 1, se encontré que un aumento en la velocidad de

inyeccion del polimero da como resultado NPs de mayor tamafo, tanto para la agitacion

magnética como la agitacion con Ultraturrax, aunque parece que el efecto es mas pronunciado

con el Ultraturrax. Se sabe que la formacion de NPs por este método se lleva a cabo por un

mecanismo de difusion el cual ocurre durante una emulsificacion espontanea; a medida que la

acetona difunde hacia el agua, el polimero queda expuesto formando las nanoparticulas (44)

por lo tanto, al aumentar la velocidad de inyeccion la difusion del solvente es mas rapida y

debido al flujo turbulento provocado por la agitacion se forman NPs de mayor tamafio. No

obstante, a pesar de esta diferencia, una prueba de ANOVA nos indica que ninguno de los

factores tiene un efecto estadisticamente significativo (P<0.05) sobre esta variable (Tabla 6).
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Tabla 6. Prueba de ANOVA para valores de tamafio de particula

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |[Razén-F [Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A: TIPO DE AGITACION 200.083 1 200.083 1.44 0.2652
B: VELOCIDAD DE INYECCION 546.75 1 546.75 3.92 0.0830
INTERACCIONES

AB 184.083 1 184.083 1.32 0.2837
RESIDUOS 1115.33 8 139.417

TOTAL (CORREGIDO) 2046.25 11

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

El indice de polidispersion nos brinda informacion sobre la distribucién en los tamafios de

particula presentes en la muestra, en todos los casos nos habla de poblaciones con bajo rango

de tamafos.
043 — — Tipo de agitacién
0.428667 —=— Agitaciéon magn
—— Ultraturrax
039 — —
Q 035 —
031 — 0.29500 —
U'NUGST_/_/_,_/_" 0.261333
0.27 — —

1 mL/min 1.6 mLimin
Velocidad de inyeccion

Grafica 2. Efecto de la velocidad de inyeccién y el tipo de agitacion sobre el indice de
polidispersién
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Como se observa en la Gréfica 2, el efecto mas importante se presenta con la agitacion de alta
cizalla con Ultraturrax, sin embargo, la prueba de ANOVA indica de igual manera que el indice
de polidispersién no se ve afectado estadisticamente por ninguno de los factores estudiados

(Tabla 7).

Tabla 7. Prueba de ANOVA para valores de indice de polidispersion

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio [Razén-F [Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A: TIPO DE AGITACION 0.0221021 1 0.0221021 3.05 0.1187
B: VELOCIDAD DE INYECCION 0.0113467 1 0.0113467 1.57 0.2459
INTERACCIONES

AB 0.0156241 1 0.0156241 2.16 0.1800
RESIDUOS 0.057914 8 0.00723925

TOTAL (CORREGIDO) 0.106987 11

En cuanto al efecto sobre el potencial Zeta de las particulas (Grafica3), solo en el caso de
agitacion de alta cizalla (ultraturrax), existe un incremento con el aumento de la velocidad de
inyeccion que va de -23.6 a -25 mV, el incremento en el valor absoluto del potencial Zeta indica

menor tendencia de las particulas a sufrir agregacion (45; 19).

-235 — Tipo de agitacion
- 236 - —=— Agitaciéon magn
- 4 —— Ultraturrax
-23.8 — —
L -24.0 _
N L _
s 241 — 240 —
o L _
c
% L _
o -24.4 _— —_
247 — —
25 -25.0 ]

1 mL/min 1.6 mL/min
Velocidad de inyeccién

Grafica 3. Efecto de la velocidad de inyeccidn y el tipo de agitacion sobre potencial Zeta
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Los valores obtenidos para el potencial Z permiten prever si las particulas pueden tender a
agregarse, teniendo un grado de estabilidad aceptable. La prueba de ANOVA que se obtiene
indica que esta variable tampoco tiene una diferencia estadistica significativa frente al tipo de

agitacion y la velocidad de inyeccién (Tabla 8).

Tabla 8. Prueba de ANOVA para valores de potencial Zeta

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio [Razén-F [Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A: TIPO DE AGITACION 0.333333 1 0.33333 0.05 0.8276
B: VELOCIDAD DE INYECCION 1.3333 1 1.3333 0.20 0.6646
INTERACCIONES

AB 1.3333 1 1.33333 0.20 0.6646
RESIDUOS 52.6667 8 6.58333

TOTAL (CORREGIDO) 52.6667 11

El analisis estadistico permite aseverar que se obtienen NPS/PVME-AM con caracteristicas
adecuadas en cuanto a tamafo, indices de polidispersion bajos y potencial zeta entre -24

y -25, independientemente del tipo de agitacion empleado y de la velocidad de inyeccion.

Dado esto, se prepararon las NPs para incorporar AG empleando agitacion por alta cizalla
utilizando un Ultraturrax (IKA® T18, Alemania) a 5000 rpm y una velocidad de inyeccion de 1.6

ml/min, para reducir el tiempo de obtencion.
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7.2 Caracterizacion

7.2.1 Tamafio de particula

La determinacion de tamafio de particula se realiz6 mediante dispersion dindmica de luz en un
equipo Nanosizer Nano-ZS90 (Malvern, USA). Los resultados de los sistemas placebo y
conteniendo AG, obtenidos por el método de desplazamiento de disolvente, aplicando una

velocidad de inyeccién de 1.6 ml/min y agitacién de 5000 rpm se exponen en la tabla 9.

Tabla 9. Resultados de tamafio de particula de NPs / PVME-AM placebo y conteniendo AG
encapsulado

NPs/PVME-AM (placebo) NPs/PVME-AM/AG (encapsulado)
Tamafio de Indice de Tamario de Indice de
LOTE particula (nm) Polidispersion particula (nm) polidispersion
A 141.8 0.227 359.0 0.243
B 138.4 0.234 353.3 0.320
C 154.5 0.246 360.6 0.328
Promedio 144.9 0.236 357.6 0.297
Desv. Est (DS) 8.5 0.010 3.8 0.047

*Los valores presentados representan el promedio y la DS de unan =3

Como se observa, fue posible obtener particulas placebo con talla de 144.9 £ 8.5 nm e indice
de polidispersion de 0.236, mientras que la incorporacién de AG al sistema provocO un

incremento en el tamafio de particula obteniendo sistemas de 357.6 + 3.8 nm;
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en comparacion con el método de Aguilar Rosas presentado en el 2015, donde el tamafio de
particula de NPs/PVME-AM/AG fue de 155.7+ 5.8 nm. Tal diferencia se atribuye al tipo de
agitacion y al orden de adicion de las fases en el método. En este trabajo el orden de inyeccion

fue de fase orgéanica a la fase acuosa.

El indice de polidispersion obtenido nos brinda un panorama de la variacion de los tamafios de
las nanoparticulas, y dado que los valores tanto para los lotes placebo como para los que
incluyen AG son inferiores a 0.3, esto nos indica que se trata de una muestra monodispersa,

con baja dispersion en el tamafio (Grafica 4).

400 0.35
Tamafio de particula(nm) T
350 A PD 0.297 1 0.3
300 | 357.6 c
1 0.25 ‘g
— 0.236 o
£ 250 A oy
= 1 02 35
2 200 A 5
W
£ {015 &
i 150 i gl
144.9 1o 2
100 A ’ g
50 - 1 0.05
0 0
NPs/PVME-AM NPs/PVME-AM/AG

Grafica 4. Comparativo de valores de indice de polidispersion y tamafio de particula entre NPs/PVME-
AM y NPs/ PVME-AM/ AG
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Se realizo una prueba de t, con el fin de evidenciar si existia diferencia significativa para los
valores de tamafio de particula e indice de polidispersion, entre las NPs placebo y las NPs
cargadas con AG, encontrando que si existe diferencia significativa tanto para en el tamafio de

particula (t = 70.76 > to0s,16 = 2.11 ), como para el IPD (t = 3.91 > to 05,9 = 2.26) (ver anexo 2).

7.2.2 Carga eléctrica superficial (Potencial Zeta)

Este parametro es un indicativo de la estabilidad de las NPs en el medio en el que se encuentran
dispersas, ya que como se sabe estas adquieren una carga, la cual se expresa mediante el
potencial Zeta (27). Las dispersiones con un alto potencial Zeta, sea negativo o positivo, se
estabilizan eléctricamente (en general se asume que este valor debe ser mayor a 30 mV).
Mientras que las dispersiones con bajo potencial Zeta tienden a coalescer (si no son
estabilizadas por otro medio) lo que puede dar lugar a una estabilidad fisica deficiente.
Cuando el potencial Zeta de una dispersion es alto, las fuerzas de repulsion son altas, lo
gue da lugar a un sistema relativamente estable (46). De acuerdo a los resultados que se
obtuvieron (Tabla 10; Grafica 5), se puede ver que en las nanoparticulas placebo el potencial
Zeta promedio es de -22.1 mV y al encapsular AG, el potencial Zeta tiene valores promedio de
-25.5 mV. Este aumento en el valor neto del potencial zeta se debe a que las moléculas de AG
al ser encapsuladas en las NPs incrementan la carga negativa debido a la ionizacién de los
grupos carboxilo presentes en la molécula, lo cual seria indicativo de una mayor estabilidad y
menos tendencia a la agregacion. Las particulas dispersas en un liquido pueden adquirir carga
debido a dos fendmenos; por la adsorcion de iones en solucion (electrolitos presentes en una

disolucién, iones hidronio o hidroxilo provenientes de la ionizacion del agua), o debido a la
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ionizacién de especies quimicas presentes en la superficie de la particula (45); lo que justifica

la afirmacion anterior.

Tabla 10. Resultados de la determinacion de potencial Zeta de NPs / PVME-AM y NPs / PVME-

AM | AG

POTENCIAL ZETA (MV)

LOTE

PROMEDIO
DESV. EST.

NPs / PVME-AM

-21.9
-25.0
-25.4
-19.7
-20.1
-20.0
-22.2
-23.1
-21.3

-22.1
2.1

NPs / PVME-AM/AG

-24.6
-25.1
-25.7
-24.7
-25.1
-24.9
-26.5
-25.3
-27.6

-25.5
1.0

De acuerdo con la prueba de t realizada se encontré que existe una diferencia significativa

entre los valores del potencial Zeta para las NPs placebo y las NPs cargadas con AG (t = 4.43

> to.05,11 = 2.20; ver anexo 2).
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Gréfica 5. Resultados de valores de potencial Zeta en relacién al tamafio de particula para NPs/PVME-
AM y NPs/ PVME-AM/ AG

7.2.3 Morfologia

De las NPs preparadas se obtuvieron las correspondientes micrografias por TEM, las cuales
permitieron visualizar la morfologia de las nanoparticulas, asi como el didametro de estas. A
continuaciéon (Figura 22), se muestran micrografias de nanoparticulas con y sin farmaco

obtenidas mediante el método de evaporacion de disolvente modificado.

Las NPs sin AG (Figura 22A) son aproximadamente redondas y poco delimitadas. Al incorporar
AG (Figura 22B), se pueden notar NPs de forma mas esféricay en el centro es visible el farmaco

incorporado o encapsulado en el interior de las NPs.
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Figura 22. Micrografias obtenidas mediante microscopia electrénica de transmision, usando un
microscopio JEOL-JEM1010 de las NPs; A) sin AG; B) con AG, preparadas por el método de
desplazamiento de disolvente modificado

El didmetro promedio de cada tipo de particula con y sin AG se indica en la tabla 11. Con estas
micrografias se confirma que la presencia del farmaco conduce al aumento del tamafio de la
particula. Al incorporar el AG, la morfologia de las particulas cambia notablemente ya que se
observan mas esféricas y mejor delimitadas. En ninguna de las muestras se observa

aglomeracién en su distribucion.

59



Tabla 11. Distribucion del tamafio de particula y micrografias obtenidas por microscopia
electronica de transmision, con microscopio JEOL-JEM1010, para NPS / PVME-AM y NPs /
PVME-AM / AG

NPS /PVME-AM
Tamaiio de particula (nm)
180
154
186
200
150

181
179

154
184
206

203 TRy

D et e L L T T

NPS /PVME-AM/AG
Tamaiio de particula (nm)
289
282

322
263
307
332
354
396
321
366
344
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7.3 Eficiencia de incorporacion

Se determiné la capacidad de las NPs formadas de incorporar AG en la matriz o en la
superficie de las NPs mediante la Eficiencia de incorporacion (El), la cual se expresa como
los mg de AG obtenidos / mg de polimero. Con esto se pretendia conocer la cantidad de AG
gue es posible incorporar en los nanosistemas.

Esta prueba se realiz6 por triplicado a tres muestras diferentes utilizando un
espectrofotometro UV-VIS a una longitud de onda de 255 nm, realizando la cuantificacion
de AG mediante una curva de calibracién (ver anexo 1). Los resultados obtenidos se

muestran en la tabla 12.

Tabla 12. Cantidad de AG incorporado en NPs/ PVYME-AM

AG EncaPSULADO AG ApsorsiDo AG ApsorsiDO Y
(Mg AG / mg PVME-AM) (Mg AG / mg PVME-AM) ENCAPSULADO
(mg AG / mg PVME-AM)

PROMEDIO 0.8 1.6 2.8

DESV. ESTD (DS) 0.17 0.04 0.09

La cantidad de AG adsorbido es 2 veces mayor que la cantidad encapsulada y la cantidad

promedio que es posible incorporar después de la adsorcion es de 2.8 mg de AG / mg de

polimero (AG encapsulado y adsorbido).
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La encapsulacion del AG por el método de desplazamiento de disolvente se lleva a cabo justo
en el momento en que se agrega la fase organica, y comienza la interaccion entre AG y el
polimero (6). De acuerdo con lo mostrado en la Figura 23, se requeriria un pH inferior a 2.76
para que el AG se encontrara en su forma no ionizada y por tanto en su forma mas hidrofébica;
no obstante, se ha reportado (13) que por debajo de pH 2.9 las nanoparticulas no se mantienen
estables, por lo que se ajusto el pH de la fase acuosa a 2.9 (agua-etanol 1:1 pH 2.9). A este
pH, se tiene aproximadamente un 68 % de la molécula como H2GA" y un 32 % como HGAZ.
Esto permiti6 que el AG no escapara totalmente hacia la fase acuosa mientras se llevaba a

cabo la desolvatacion del polimero (13).

Solucian hidroalcohadlica

pH= 2.5
H g H.GA y H,GA" Y HGA?Z "
| | | | "
| B |
Fa LY ;f' Y Fa i
2.76 2.81 4.71
H,GA™ HGA? | GA*

Figura 23. Disociacién de AG

En este trabajo, se buscé incrementar la tasa de incorporacion de AG, una vez obtenidas las
nanoparticulas de la etapa 1 por el método de desplazamiento de disolvente ya descrito, se
llevé a cabo una segunda etapa donde las NPs se ponen en contacto con una solucién de AG

de concentracion conocida con la intencion adsorber farmaco en la superficie (Figura 24).
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La manera en que el AG se adsorbe en la superficie de las NPs/PVME-AM se debe a que el pH
del agua destilada donde se encuentra disuelto el AG es de entre 5y 7, la molécula se encuentra
en su forma ionizada (GA3) (48), que le permite interactuar con los grupos carboxilo del
polimero que se forman en su hidrolisis por contacto con el agua (Figura 23). De esta manera
al llevar a cabo los procesos de encapsulacién y adsorcion se consigue incorporar 3.5 veces

més cantidad de AG en relacion al proceso de solo encapsularlo.

L
0 ®

AG
ENCAPSULADO AG ADSORBIDO AG ADSORBIDO Y
ENCAPSULADO

Figura 24. Esquema representativo de la incorporacion de AG en las NPs / PVYME-AM

El incremento en la cantidad de AG capaz de incluirse en las NPs/PVME-AM cuando se realiza
el proceso de encapsulacién y de adsorcion, se debe que ademas del AG ya encapsulado en
la primera etapa, se lleva a cabo la adsorciébn por medio de la formacién de puentes de
hidrégeno entre los grupos carboxilo e hidroxilo de AG y los grupos carboxilo del polimero ya

hidrolizado (23).
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Por otro lado, el incremento en la cantidad de farmaco incorporado después de la
encapsulacion-adsorcion, puede atribuirse al hecho de que las moléculas de AG interaccionen
mediante puentes de hidrogeno con otras moléculas de AG, formando varias capas de farmaco

adsorbido.

8 Conclusiones

.....

mediante la técnica modificada de desplazamiento de disolvente. Se aplico un disefio factorial
con la finalidad de evaluar la influencia de la velocidad de inyeccion y tipo de agitacion sobre
las caracteristicas de las nanoparticulas. No obstante, el andlisis estadistico demostro que estos
dos factores no tienen un efecto significativo sobre el tamafo, IPD y potencial Z de las
particulas. Las condiciones de trabajo elegidas para la preparacion de las nanoparticulas fueron
las siguientes: velocidad de inyeccion de 1.6 ml/ min y agitacion de alta cizalla con una velocidad
de 5000 rpm. Las nanoparticulas conteniendo AG mostraron caracteristicas tecnologicas
adecuadas para el fin al que se pretende destinarlas, al tener una forma esférica con un tamafio
aproximado de 357.6 £ 3.8 nm, una superficie con carga eléctrica negativa presentando un

potencial Zeta de -25.5 + 1.0 mV e indice de polidispersion menor a 0.3.

Se logré incrementar sustancialmente la cantidad de AG incorporado en las NPs, en relacion a
lo reportado por Aguilar-Rosas I. (2015). Por las propiedades terapéuticas del AG, asi como por
las caracteristicas de las nanoparticulas preparadas, se espera que este sistema constituya una

alternativa eficaz para combatir lesiones a causa de VPH.
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9 PERSPECTIVAS

Determinar el rendimiento de formaciéon de las NPs/PVME-AM y NPs/PVME-AM/AG por el
método utilizado en este estudio.

Caracterizar las nanoparticulas con el farmaco adsorbido y encapsulado-adsorbido,
mediante las pruebas empleadas en este trabajo (microscopia electrénica, tamafio, IPD,
potencial Z).

Realizar pruebas de adsorcion de AG en NPs/PVME-AM, con el fin de definir el tipo de isoterma.
Realizar ensayos de liberacion de AG en un medio fisiologico (fluido vaginal simulado), a

diferentes pH’s y determinar el mecanismo y la cinética de liberacion.
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11. ANEXO 1 Curva de Calibracion AG

Para cuantificar el AG en las nanoparticulas preparadas y poder calcular la eficiencia de
incorporacion, se recurrié a un método espectrofotométrico. Para ello, primero se realizd un
barrido de AG en agua en un rango de 220 a 330 nm, con el fin de determinar la longitud de
onda de maxima absorcion. Posteriormente, se construyd una curva de calibracion, de acuerdo
con el siguiente procedimiento: Se prepardé una solucién stock pesando 20 mg de AG ,
agregando 10 ml de Transcutol®, sonicando durante 5 min para favorecer su disolucion.

posteriormente se llevé a un volumen de aforo de 100 mL con agua destilada. Esta solucion

.....

De esta solucion se tomaron alicuotas para obtener concentraciones de 24, 40, 80, 100 y 160
pg/mL, de acuerdo con lo presentado en la Tabla 13. Cada sistema fue preparado por triplicado

y leido de manera aleatoria a 255 nm (45,46).

Tabla 13. Curva de calibracion de AG

Sistemal Sistema?2 Sistema3 Sistema4 Sistemab

Alicuota tomada de la 3mil 5ml 10 ml 5mi 6 ml
solucioén Stock de AG

(200 pg/ml)

Vol. de aforo con agua 25 ml 25 ml 25ml 10 ml 10ml
destilada

Concentracion tedrica 24 40 80 100 120
(ng/ml)
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Los resultados de la curva de calibracion se muestran en la tabla 14, en la que se determiné el

coeficiente de Variacion (CV%) Cada muestra se preparo por triplicado a partir de una solucion

stock. Se determiné el promedio, la deviacion estandar y el coeficiente de variacién (CV%), este

Gltimo dando un valor de 1.85%, el cual cumple con el criterio de aceptacion de CV% < 3.0 (45).

La grafica 6 muestra la curva de calibracion, relacionando la absorbancia en funcion de la

concentracion y de la cual se obtuvo un coeficiente de determinacion r?= 0.9989, intercepto=

0.0167 y pendiente= 0.01117.

Tabla 14. Resultados de la curva de calibracion de AG

Solucion

GO, A WWWNDNNPRFPREPPRE

Pendiente
Intercepto
|’2

Ac. Glicirricinico

(mcg /mL)

24.8
24.8
24.8
41.4
41.4
41.4
82.8
82.8
82.8
103.5
103.5
103.5
124.2
124.2
124.2
0.011177687
0.01674361
0.998907553

IC(B1): de 0.1259459 a 0.012279001

r220.98. Aceptado

IC(B1), no debe incluir el cero. Aceptado
CV <3% Aceptado

Absorbancia a

255nm

0.2864
0.2855
0.2863
0.4840
0.4839
0.4868
0.9604
0.9644
0.9607
1.1517
1.1558
1.1511
1.4083
1.4061
1.4130
Promedio
Desv.est
CV%

0.011529791
0.011493559
0.011525765
0.011690821
0.011688406
0.011758454
0.011599034
0.011647343
0.011602657
0.011127536
0.011167150
0.011121739
0.011338969
0.011321256
0.011376812
0.011465953
0.000212237
1.851020155

Absorbancia/Concentracion
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Absorbancia

Curva de Calibracion de AG

1.6
1.4
1.2 y=0.0112x + 0.0167
R?=0.9989

0.8
0.6
0.4
0.2

0 20 40 60 80 100 120

Concentracion (ug/mL)

Grafica 6. Curva de calibracion de AG

140

La grafica 7 de residuales para la curva elaborada nos permite ver que los datos tienen una buena

distribucion.

AG Griafico de los residuales

0.025
0.02 °

0.015
0.01

0.005 ° °

Residuos
o

-0.005 0 20 40 60 80 100 120
-0.01
-0.015
-0.02 °

_0.025 . . . . 7.
Acido glicirricinico

Grafica 7. Residuales para valores de la curva de calibracion de AG

140
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Se determind la precision del sistema y especificidad de acuerdo a los procedimientos descritos
en la guia de validacion de métodos analiticos editada por el Colegio Nacional de Quimicos

Farmacéuticos Biélogos de México:

PRECISION DEL SISTEMA

.....

2. Anadir 10 ml de Transcutol y sonicar durante 5 min.

3. Llevar a volumen de aforo con agua destilada; esta soluciéon contiene 200 mcg/mL de acido

.....

4. De la solucion stock tomar una alicuota de 10 mL en un matraz volumétrico de 25mL y llevar

a volumen de aforo con agua destilada. Esta solucion tiene una concentracion de 80 mcg/mL

.....

200 mcg AG 10mL mcg
CONC.AG = =80

mLFVS “25mL ~ 30 T A¢

5. Realizar por sextuplicado y leer en el espectrofotometro UV-VIS a 255 nm
6. Calcular el promedio aritmético, la desviacién estandar y el coeficiente de variacion de la

respuesta analitica.

CRITERIO DE ACEPTACION:

CV < 1.5% para métodos fisicoquimico

En la jError! No se encuentra el origen de la referencia.5 se muestran los resultados
obtenidos.
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Tabla 15. Precision del sistema

Solucién Acido Glicirricinico (mcg /mL) | Absorbancia a 255 nm
1 82.8 0,9187
2 82.8 0,9171
3 82.8 0,9195
4 82.8 0,9187
5 82.8 0,9263
6 82.8 0,9274
Promedio 0,9184
Desviacion estandar 0,0012
%CV 0,1331

Criterio de Aceptacion: CV < 1.5% para métodos fisicoquimicos. Aceptado

ESPECIFICIDAD

Se determind el espectro de absorcion UV/VIS de AG y del placebo (agua — Transcutol).

Espectro de absorcion de AG

1. Pesar 20 mg de AG.

2. Incorporar el AG a un matraz volumeétrico de 100 mL.

3. Agregar 10 ml de Transcutol y sonicar durante 5 min a temperatura ambiente,
posteriormente llevar a la marca de aforo con agua destilada, esta solucién tiene una
concentracion de 200 mcg/mL.

4. Tomar una alicuota de 3 mL de la solucién stock y llevar a volumen de marca de aforo con
agua destilada en un matraz volumétrico de 25 mL, esta solucion tiene una concentracion

de 24.8 mcg/ml
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5. Determinar su espectro de absorcion en un espectrofotometro UV/VIS a longitud de onda de

220 a 330 nm.
Espectro de absorcion de placebo

1. Agregar 10 ml de Transcutol en un matraz de 100 ml y sonicar durante 5 min a temperatura
ambiente, posteriormente llevar a la marca de aforo con agua destilada

2. Tomar una alicuota de 3 mL de la solucién stock y llevar a volumen de marca de aforo con
agua destilada en un matraz volumétrico de 25 mL,

3. Determinar su espectro de absorcion en un espectrofotometro UV/VIS a longitud de onda de
220 a 330 nm.

En la figura 25 se observa los espectros de absorcion de las soluciones anteriormente descritas

y se puede observar que se cumple con el criterio de especificidad.
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muestra AG [24.8 meg/ml], transcutol /agua

T T T
220 230 240 250

L L B B I R
260 270 280

300 310 320

330

Figura 25. Espectro de absorcion Transcutol- agua y AG (24.8mcg/mL)

Criterios de aceptacion:

La respuesta del método unicamente debe ser debida al analito. Aceptado

Tabla 16. Resumen de resultados sobre parametros de validacion

Parametro de desempefio | Criterio de aceptacion Resultados
Precision del sistema %CV = 1.5% 0.1331
r’>0.98 0.99891
%CV < 3% 1.8510

Linealidad del sistema

IC (B1), no debe incluir el
cero

0.1259459 a 0.0122790

Especificidad

La respuesta del método
Unicamente debe ser
debida al analito

Aceptado
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12. ANEXO 2: Prueba de t

Se realizé una comparacion de medias, mediante una prueba de t, con el fin de determinar si
existia diferencia significativa entre los valores obtenidos en este estudio; para lotes placebo y
lotes conteniendo AG. En todos los casos la t calculada fue mayor a la t de tablas y por
consiguiente indica la existencia de diferencias significativas en los valores de tamafio de

particula, indice de polidispersion y potencial Zeta, (Tabla 17 a Tabla 22)

Tabla 17. Prueba de F para varianzas de dos muestras para valores de tamafio de particula

PLACEBO AG ENCAPSULADO
MEDIA 144.922222 357.644444
VARIANZA 56.5319444 24.7952778
OBSERVACIONES 9 9
GRADOS DE LIBERTAD 8 8
F 2.27994802
P (F <=f) UNA COLA 0.13245499
VALOR CRITICO PARA F (UNA COLA) 3.438101123

Tabla 18. Prueba de t para dos muestras suponiendo varianzas iguales para valores de tamafio
de particula

PLACEBO AG ENCAPSULADO
Media 144.922222 357.644444
Varianza 56.5319444 24.79527778
Observaciones 9 9
Varianza Agrupada 40.66361111
Diferencia Hipotética De Las Medias 0
Grados de libertad 16
Estadistico t -70.76461472
P (T<=t) una cola 1.04112E-21
Valor critico de t (una cola) 1.745883676
P (T<=t) dos colas 2.0822E-21
Valor critico de t (dos colas) 2.119905299

77



Tabla 19. Prueba de F para varianzas de dos muestras para valores de indice de polidispersion

MEDIA
VARIANZA

OBSERVACIONES

GRADOS DE LIBERTAD

F

P (F <=f) UNA COLA

VALOR CRITICO PARA F (UNA
COLA)

PLACEBO AG ENCAPSULADO
0.2966667 0.2355556

0.0020725 0.0001168

9 9

8 8

17.747383

0.0002487

3.4381012

Tabla 20. Prueba de t para dos muestras suponiendo varianzas desiguales para valores de

indice de polidispersion

Media

Varianza

Observaciones

Diferencia Hipotética De Las Medias
Grados de libertad

Estadistico t

P (T<=t) una cola

Valor critico de t (una cola)

P (T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas)

PLACEBO
0.29666667

0.0020725
9

0
9

3.918239698
0.001760187

1.833112933
0.003520375
2.62157163

AG ENCAPSULADO
0.2355556

0.00011678
9
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Tabla 21. Prueba de F para varianzas de dos muestras para valores de potencial Zeta

PLACEBO AG ENCAPSULADO
MEDIA -22.0777778 -25.5
VARIANZA 4.39444444 0.9525
OBSERVACIONES 9 9
GRADOS DE LIBERTAD 8 8
F 4.61358997
P (F <=f) UNA COLA 0.02230001

VALOR CRITICO PARA F (UNA COLA) 3.43810123

Tabla 22. Prueba de t para dos muestras suponiendo varianzas desiguales para valores de
potencial Zeta

PLACEBO AG ENCAPSULADO
Media -25.5 -22.077777778
Varianza 0.9525 4.3944444444
Observaciones 9 9
Diferencia Hipotética De Las Medias 0
Grados de libertad 11
Estadistico t -4.439935141
P (T<=t) una cola 0.000497561
Valor critico de t (una cola) 1.795884819
P (T<=t) dos colas 0.000395121
Valor critico de t (dos colas) 2.20098516

79



	Portada
	Contenido
	1. Antecedentes
	2. Marco Teórico
	3. Objetivos   4. Hipótesis
	5. Equipos y Materiales
	6. Metodología
	7. Resultados y Análisis de Resultados
	8. Conclusiones
	9. Perspectivas
	10. Referencias
	11. Anexos



