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INTRODUCCION

II. INTRODUCCION

El cancer ocupa uno de los primeros lugares de causa de mortalidad en nuestro
pais. Las células cancerosas se caracterizan por pérdida del control de la
proliferacion, y metastasis. En los ultimos afios se ha logrado un aumento en el
conocimiento basico de este padecimiento, lo cual incluye la sintesis de un

nimero importante de nuevos agentes antineoplasicos.

A pesar de los avances y del numero de farmacos existentes, se hace necesaria la
innovacion de la quimioterapia experimental ya que muchos de los farmacos
citotoxicos mas potentes actuan en fases especificas del ciclo celular y por ello
solo son activos contra las células que se encuentran en el proceso de division,
por lo tanto, afectan el desarrollo tanto de células normales como neoplasicas, sin
embargo, dado que las células neoplasicas son mucho mas efectivas y se
multiplican con mayor rapidez que las normales, son mas susceptibles al efecto de

los farmacos.

Un problema de gran importancia dentro del tratamiento del cancer es el desarrollo
de resistencia a los farmacos usados. En un principio éstos son eficaces, después
de un tiempo las células tumorales desarrollan mecanismos que los vuelven
ineficaces. De ahi que sea necesario el desarrollo y sintesis de nuevos

compuestos con actividad antineoplasica.

Dentro de las moléculas con actividad citostatica y antineoplasica se encuentra la
familia de las Casiopeinas®,?® que son compuestos de coordinacidon con un centro
metalico de cobre. Estos son compuestos de coordinaciéon analogos al cisplatino,
que se disenaron considerando diferentes parametros y propiedades quimicas,
como son el metal y su estado de oxidacion, numero de coordinacion del metal,
propiedades de solubilidad, potencial electroquimico, capacidad de transporte a

través de las membranas y estabilidad.
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Por otro lado, en los ultimos afos la investigacion farmacéutica ha desarrollado los
llamados sistemas de liberacion modificada, los cuales tienen por objetivo obtener
formas farmacéuticas que garanticen un efecto terapéutico eficaz y seguro, con la
ventaja adicional de disminuir o incluso eliminar efectos adversos locales y
sistémicos, conseguir la menor potenciacion o la reduccion de la actividad del
principio activo con el uso cronico, reducir la dosis misma y prolongar los tiempos

de administracion.

Dentro de los sistemas de liberacion modificada de farmacos se encuentran los
sistemas coloidales o transportadores particulados que incluyen, entre otros a las

nanoparticulas.

Las nanoparticulas son sistemas que contienen un farmaco disperso con un
polimero o un lipido y pueden ser producidas por diferentes técnicas. El tamafio de
las nanoparticulas permite que sean administradas por inyeccion intravenosa, y
ademas que no sean rechazadas por el sistema inmunolégico 67 permitiendo que
se encuentren en circulacion sistémica, al mismo tiempo que liberan el farmaco de
una forma modificada en comparaciéon con una forma farmacéutica intravenosa

convencional.

Con lo anteriormente mencionado, el objetivo de este trabajo es fabricar
, . , ® . - .
nanoparticulas que contengan a la Casiopeina Ill | a~ como principio activo y de
esta manera tener un sistema de liberacion prolongada para el tratamiento del

cancer.



INTRODUCCION




ANTECEDENTES

. ANTECEDENTES.

1. El cancer.

La diferencia principal entre los tejidos normales y los tumores no radica en la
replicacion celular sino en la velocidad de proliferacion, la cual en la mayor parte
de los tejidos normales equivale a la velocidad de muerte celular, mientras que en
las neoplasias la supera. En los tejidos normales la proliferacién celular responde
a sefiales complejas que indican la necesidad de proliferacion con fines de
reparacion, regeneracion o crecimiento y desarrollo tisulares. En apariencia en el
tejido neoplasico esta autorregulacion de la proliferaciéon se ha perdido y la
velocidad de replicacion celular dependeria principalmente de un mecanismo

intrinseco regulado por la irrigacién vascular. * 8

Dos son los aspectos caracteristicos que definen al cancer: el crecimiento celular
no regulado por sefiales externas (es decir, autbnomo) y la capacidad de invadir
tejidos, metastatizar y colonizar lugares a distancia. El primero de estos aspectos,
el crecimiento incontrolado de células anormales, es una propiedad de todas las
neoplasias o nuevos crecimientos. Una neoplasia puede ser benigna o maligna. Si
existe invasion, el segundo aspecto cardinal del cancer, la neoplasia es maligna.
Cancer es sindénimo de neoplasia maligna. Los canceres de los tejidos epiteliales

se denominan carcinomas, y los de los tejidos no epiteliales, sarcomas. *®

El cancer se origina debido a alteraciones en el ADN que provocan una
proliferacion celular incontrolada. La mayoria de estas alteraciones implica
cambios en la secuencia real de ADN (es decir, mutacién), que pueden originarse
como consecuencia de errores aleatorios de repeticion, exposicion a carcin6genos

o defectos en los procesos de reparacion del ADN.



El cancer es mas frecuente en los tejidos de recambio rapido, sobre todo en los
expuestos a carcindbgenos ambientales y en aquellos cuya proliferacion esta
regulada por hormonas. Las alteraciones genéticas mas frecuentes consisten en la

activacion de protooncogenes o la inactivacién de genes supresores tumorales.

Aunque casi todos los canceres son genéticos, la mayoria no son hereditarios.*
Ciertos individuos con cancer han heredado una mutacion de una linea germinal
gue les predispone el desarrollo de cancer, pero incluso en esa situacion se

requieren otras mutaciones somaticas afiadidas para que se desarrolle un tumor.
8

1.1 Biologia celular y cancer.

Para que aparezca un cancer deben producirse mutaciones que afecten a
diversas vias. Con frecuencia esta afectado el punto de control de G1 del ciclo
celular. La apoptosis (muerte celular programada) se evita por mutaciones en la
via p 53%gen supresor de tumores) o por otros mecanismos. La expresion de
telomerasa es una caracteristica frecuente de los canceres. A menudo se detecta
una sobreexpresion de los factores de crecimiento y sus receptores. En general,
cuando se produce una mutacion en un componente de una via de sefalizacion,
las demas mutaciones se observan en otras vias en lugar de en otro componente
de dicha via. El alto grado de mutabilidad de las células cancerosas facilita la
adaptacién al medio, incluido el desarrollo de resistencia a farmacos contra el
cancer. A medida que los tumores progresan, adquieren la capacidad para
segregar proteasas que les ayudan a superar las barreras locales, de modo que
puedan metastatizar. En determinadas etapas de la progresion del tumor tiene
lugar la produccién por las células tumorales de factores que permiten la
neovascularizacion para suministrar nutrientes al tumor en crecimiento. Otras
mutaciones permiten al tumor escapar de mecanismos de vigilancia

inmunitarios.* & °



1.2. Agentes quimicos, fisicos y biolégicos que causan cancer.

Los agentes que causan cancer se clasifican en tres amplios grupos:

> Energia radiante: Los rayos ultravioleta, los rayos X y los rayos gamma
son mutdgenos y carcindgenos. Estas radiaciones lesionan al DNA de varias
maneras. La radiacion ultravioleta puede causar la formacion de dimeros de
pirimidina; pueden crearse sitios apurinicos o apirimidicos por eliminacion de
las bases correspondientes; pueden producirse roturas en las tiras sencillas o
dobles, o entrecruzamiento de ellas. Se supone que la lesién del DNA es el
mecanismo béasico de carcinogénesis de la energia radiante. Aparte de los
efectos directos sobre el DNA, los rayos X y y provocan la formacion de
radicales libres en los tejidos. Los radicales hidroxilos resultantes, superoxido y
otros, pueden interactuar con el DNA y algunas macromoléculas y conducir a
alteraciones moleculares, por lo tanto, es probable que contribuyan a los

efectos carcinogénicos de la energia radiante. * & 11

> Compuestos quimicos: Un extenso niumero de compuestos quimicos
son carcindgenos (Tabla I). Muchas de estas sustancias se relacionan con el
desarrollo de cancer en el ser humano. Se calcula que hasta 80% de los
canceres humanos se producen por factores ambientales, principalmente por
compuestos quimicos. La exposicion a esas sustancias puede deberse a la
ocupacioén de la persona (por ejemplo, benceno y asbesto); la alimentacién (por
ejemplo, aflatoxina B;, producida por el moho Aspergillis flavus y que en

ocasiones se encuentra como contaminante de los cacahuates y otros

alimentos); el estilo de vida (consumo de cigarros) o a otros factores (por

ejemplo, ciertos agentes farmacolégicos pueden ser carcinégenos). & 1011



Tabla I. Algunos carcindégenos quimicos.

CLASE COMPUESTO
Hidrocarburos aromaticos poli Benzo(a)pireno,
ciclicos dimetilbenzantraceno
Aminas aromaticas 2-Acetilaminofluroreno, N-metil-4-

aminoazobenceno(MAB)

Nitrosaminas Dimetilnitrosamina, Dietilnitrosamina
Medicamentos diversos Alguilantes, dietilestilbestrol
Compuestos naturales Dactinomicina, aflatoxina B;

Compuestos inorganicos Arsénico, asbesto, berilio, cadmio,
cromo

Virus: Los poliomavirus y los virus SV40 desempefian un papel importante en
el desarrollo de las ideas actuales sobre la oncogénesis viral. Los dos son
pequefios y sus genomas circulares codifican s6lo 5 o 6 proteinas; bajo ciertas
circunstancias, la infeccion con estos virus en células apropiadas puede causar
transformacion maligna. En el caso del SV40 estas proteinas se conocen
como T yty en el caso del poliomavirus, se designan T, Tmedia y t. Se sabe
gue los antigenos T se unen fuertemente al DNA y alteran la expresion
genética. Estas proteinas muestran efectos cooperativos los cuales sugieren,
gue es necesario modificar mas de una reaccidn 0 un proceso para la
transformacion. Hay interés considerable en el virus de Epstein-Barr, dado que
en el ser humano se relaciona con el linfoma de Burkitt (linfoma que se origina
a partir de los linfocitos B y tiende a invadir areas externas al sistema linfatico,
como la médula Gsea, la sangre, el sistema nervioso central y el liquido de la
médula espinal) y con el carcinoma nasofaringeo. El virus de la hepatitis B

puede estar relacionado con algunos casos de cancer hepatico en el hombre.
8, 10-12



1.3. Quimioprevencion del cancer

La quimioprevencién del cancer es un concepto relativamente nuevo que
implica la utilizacion de determinados agentes quimicos, naturales o sintéticos
para corregir, suprimir o impedir la carcinogenia antes del desarrollo de una

neoplasia maligna invasora.

El mejor conocimiento actual de la biologia del cancer determina que la
guimioprevencion es una posibilidad real. El cancer se desarrolla mediante una
acumulacién de cambios genéticos, que son puntos potenciales de intervencién
para prevenirlo. Las alteraciones de este tipo pueden heredarse o adquirirse
mediante la accidén de carcindgenos fisicos, infecciosos o quimicos (Tabla Il). Al
igual que la mayoria de las enfermedades humanas, el cancer proviene de una

interaccién entre la genética y las exposiciones ambientales. *



Tabla ll. Carcindgenos y neoplasias o canceres asociados

Carcindgenos

Cancer o neoplasia asociado

Agentes alquilantes

Leucemia mielocitica, caAncer de

vejiga

Andrégenos

Cancer de prostata

Aminas aromaticas (colorantes)

Cancer de vejiga

Arsénico Céancer de pulmén, piel
Asbesto Cancer de pulmon

Benceno Leucemia mielocitica
Cromo Céncer de pulmon

Dietilestilbestrol (prenatal)

Céancer de vejiga

Estrogenos

Céancer de endometrio, higado

Alcohol etilico

Céancer de higado, eséfago

Helicobacter pylori

Céancer de estbmago

Virus de la hepatitis Bo C

Cancer de higado

Gas mostaza nitrogenado

Céncer de pulmédn, cabeza y cuello

Hidrocarburos poli ciclicos

Céancer de pulmon, piel

Luz solar (ultravioleta)

Cancer de piel

Tabaco

Céncer de vias aerodigestivas
superiores

1.4. Farmacos anticancerigenos.

La quimioterapia consiste en la utilizacion de compuestos quimicos. Este tipo
de terapia ha presentado resultados alentadores dado que los compuestos
guimicos pueden influir en todos los sitios de una enfermedad metastasica

después de ser administrados. Esto ultimo es simultaneamente la principal



ventaja y desventaja, ya que estos compuestos no discriminan entre células
neoplasicas y células normales con alto indice reproductivo. En general, los
principales efectos toxicos que produce un agente quimioterapéutico son, en
forma aguda: anorexia, vomito, diarrea, supresion funcional de la médula 6sea
y del sistema inmune, asi como anafilaxia y cambios en el sistema urinario. De

forma crénica se presentan dafios principalmente en el corazén. *8 1% 1

Todos los farmacos neoplasicos son citotoxicos, y por lo tanto afectan el
desarrollo tanto de células normales como neoplasicas. Sin embargo, dado que
las células neoplasicas son mucho més efectivas y se multiplican con mayor
rapidez que las normales, son mas susceptibles al efecto de los farmacos. La
Tabla Ill recoge los agentes quimoterapéuticos que se utilizan habitualmente y
los aspectos relacionados con su utilizacion. Se pueden agrupar los farmacos
en tres categorias generales: los que afectan al ADN, los que afectan a los
microtubulos y los que actian sobre receptores de tipo hormonal. En general,
la terapéutica de dosis altas intermitentes tiene mas probabilidad de lograr éxito
gue un tratamiento continuo con dosis bajas. Los tumores expuestos a
concentraciones mas altas del farmaco usando la quimioterapia combinada
(combinacién de 3 o0 4 medicamentos) han tenido éxito en varios canceres, ya
gue los compuestos actian en forma sinérgica, el comienzo de la resistencia

puede retardarse y con frecuencia su toxicidad es menor. *'®

10



Tabla IIl.
neoplésicas.

Agentes quimioterapéuticos Uutiles en las Enfermedades

CLASE

TIPO DE AGENTE

NOMBRES GENERICOS

ENFERMEDAD

AGENTES
ALQUILANTES

Mostazas Nitrogenadas

Mecloretamina

Enfermedad de Hodgkin,
linfomas no Hogdkin

Ciclofosfamida

Leucemia linfoide aguda y
cronica, enfermedad de
Hodgkin, mieloma
multiple, neuroblastoma,
mama, ovario, pulmén,
testiculo

Alquisulfonatos

Bisulfan

Leucemia granulocitica
aguda

Nitrosoureas

Carmustina (BCNU)

Enfermedad de Hodgkin,
linfomas no Hodgkin,
tumores de cerebro

primarios, mieloma
multiple, melanoma

Semustina ( metil- CCNU)

Tumores primarios de
cerebro, estémago , colon

Triacenos

Dacarbazina

Melanoma, Sarcomas de
tejidos blandos.

NTIMETABOLITOS

Analogos del acido félico

Metotrexato
(ametopterina)

Leucemia linfoide aguda,
mama, cabezay cuello,
pulmén, sarcoma
osteogénico

Analogos de la pirimidina|

Florouracilo, Floxuridina.

Mama, colon, estbmago,
pancreas, ovario, cabeza
y cuello

Anélogos de la purina e
inhibidores relacionados

Mercaptopurina

Leucemias linfoides
agudas, granulocitica
aguda y granulocitica

cronica

PRODUCTOS
NATURALES

Alcaloides de la vinca

Enfermedad de Hodgkin,

Vinblastina linfomas no Hodgkin,
mama, testiculo
Leucemia linfoide aguda,
neuroblastoma, tumor de
Vincristina Wilms, Enfermedad de

Hodgkin, linfomas no
Hodkin, pulmén.

11




Antibi6ticos

Bleomicina

Testiculo, cabeza y cuello,
piel, esofago, pulmén y
tracto genitourinario;
enfermedad de Hodgkin,
linfomas no Hodgkin

Mitomicina

Estémago, cuello de

Utero, colon, mama,

pancreas, vesicula,
cabezay cuello.

AGENTES VARIOS

Complejos de
coordinacioén del platino

Cisplatino

Testiculo, ovario,
vesicula, cabeza y cuello,
pulman, tiroides, cuello de

Gtero, endometrio,
neuroblastoma, sarcoma

osteogénico

Antracenediona

Mitoxantrona

Leucemia granulocitica
aguda, mama

Urea sustituida

Hidroxiurea

Leucemia granulocitica
cronica, melanoma

Derivado de la
metilhidrazina

Procarbazina

Enfermedad de Hodgkin

HORMONAS Y
ANTAGONISTA

Corticosteroides

Prednisona

Leucemias linfoides
cronica y aguda, linfomas
no Hodkin, mama

Estrégenos

Dietilestilbestrol

Mama, préstata

Antiestrégenos

Tamoxifeno

Mama

% Agentes de interaccién directa con el ADN.

Los agentes alquilantes se descomponen, ya sea de forma espontanea o tras

el metabolismo celular de un 6rgano normal o de un tumor, y originan

intermediarios reactivos que modifican de forma covalente las bases del ADN.

Esto conduce al entrecruzamiento de hebras de ADN o la aparicion de roturas

en el ADN a consecuencia de los efectos de reparacion. EI ADN roto es

incapaz de completar la replicacién normal y la division celular, ademas, es un

potente activador de los puntos de control del ciclo celular y de las vias de

sefalizacion que activan la apoptosis. Los agentes alquilantes comparten unas

toxicidades similares, como son la mielosupresion, la alopecia, la disfuncién

gonadal, la mucositis y la fibrosis pulmonar.* 2
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% Antibidticos antineoplasicos y toxicos de la topoisomerasa.

Los antibidticos antitumorales son sustancias producidas por las bacterias que
en la naturaleza parecen proporcionar una defensa quimica contra otros
microorganismos hostiles. Los antibidticos antitumorales se unen al ADN
directamente y experimentan frecuentes reacciones de transferencia
electronica para generar radicales libres muy cerca del ADN, lo que provoca
lesiones del mismo en forma de roturas de una sola cadena o
entrecruzamientos. Los toxicos de la topoisomerasa son productos naturales o
especies semisintéticas derivadas del ultimo término de plantas, y modifican las
enzimas que regulan la capacidad del ADN de desenrollarse para permitir la

replicacion o transcripcion normales.

La doxorrubicina es el agente antineoplasico con mayor actividad y de uso mas
frecuente. Puede intercalarse en el ADN, alterando de esta forma la estructura
y replicacion del ADN vy la funcion de la topoisomerasa. También puede
experimentar ciclos de oxidacion — reduccion aceptando electrones en su

sistema anillo quinona. Causa mielosupresion, alopecia, nauseas y mucositis."
8

« Efectores indirectos de la funciéon del ADN: antimetabolitos.

Una definicion amplia de los antimetabolitos incluiria a los compuestos con
similitudes estructurales con los precursores de las purinas o las pirimidinas o
qgue interfieren en la sintesis de las purinas o de las pirimidinas. Los
antimetabolitos pueden producir dafios al ADN, una cronologia anormal o una
progresion incorrecta a través de las fases de sintesis del ADN o por una
alteracion de la funcion de las enzimas de biosintesis de las pirimidinas y las

purinas. Tienden a provocar una mayor toxicidad a las células en fase S, y el

13



grado de toxicidad aumenta con la duracibn de la exposicion. Son
manifestaciones toxicas comunes las estomatitis, la diarrea y la

mielosupresién.* ®
*» Inhibidores del huso mitético.

Los microtubulos son estructuras celulares que forman el huso mitético, y en
las células en interfase son responsables del andamiaje celular a lo largo del
cual transcurren diversos procesos de movimiento y secrecion. Los
microtubulos se componen de multimeros covalentes repetidos de un
heterodimero de subunidades o y B de la proteina de la tubulina. La vincristina
se une al dimero de tubulina con el resultado de que los microtibulos se
disgregan. Esto da lugar al bloqueo de las células en crecimiento en la fase M;

sin embargo, también son evidentes los efectos toxicos en las fases G1y S.

Los taxanos son una clase de farmacos a la que pertenecen el paclitaxel y el
doctaxel. Estos agentes, difieren de los alcaloides de la vinca en el hecho de
gue los taxanos estabilizan los microtabulos frente a la despolimerizacion. Los
microtubulos estabilizados funcionan anormalmente y no son capaces de
experimentar los cambios dinamicos normales de la funcién de los microtubulos
necesarios para completar el ciclo celular. Los taxanos se encuentran entre los
agentes antineoplasicos mas activos en los tumores sélidos. *'8

R

% Agentes hormonales.

La familia de las moléculas relacionadas con el receptor de hormonas
esteroideas se ha convertido en diana destacada para “pequefias moléculas”
de utilidad en el tratamiento del cancer. Cuando se unen a sus ligandos
conocidos, estos receptores pueden alterar la transcripcion génica y, en ciertos
tejidos, inducir la apoptosis. El efecto farmacolégico imita o parodia los efectos
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normales del agente sobre el tejido no transformado, aunque los efectos sobre

los tumores estan mediados por efectos indirectos en determinados casos.

Los glucocorticoides se suelen administrar en forma de ciclos de dosis
elevadas en las leucemias y los linfomas, donde inducen apoptosis en las
células tumorales. El tamoxifeno es un antagonista parcial de los receptores de
estrogenos; tiene diez veces mas actividad antineoplasica en las pacientes con
cancer de mama que expresan receptores de estr0genos que en quienes
tienen niveles bajos o nulos de expresion. El cancer de prostata se trata
tradicionalmente con dietilestilbestrol, que acta como un estrogeno en el
hipotdlamo para regular negativamente la produccion de hormona luteinizante
hipofisiaria, o que da lugar a una disminucion de la elaboracion de testosterona

por el testiculo.™®

1.5. Cisplatino.

En la quimioterapia del cancer existen 44 compuestos aprobados para su uso,
de estos compuestos, un compuesto descubierto de manera azarosa vino a
revolucionar la quimioterapia actual, es conocido comercialmente como
Cisplatino (cis —diamonio-dicloro-platino (I)), y resulta ser un complejo de
coordinacion que se sintetizo el siglo pasado y fue sefialado por vez primera
por Rosenberg en 1965 por mostrar actividad antibiotica. Estudios posteriores
del mismo autor en 1969 establecen la actividad antitumoral; a la fecha se sabe
gue actla como un agente antineoplasico interactuando con el ADN, al igual
gue un analogo de él que presenta la misma efectividad pero que resulta
menos toxico: Carboplatino. Con este antecedente se puede inferir que
complejos de coordinacion que poseen una estructura semejante en su disefio
al Cisplatino (Figura 1.1) o Carboplatino podran presentar actividad

antineoplasica. & **
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Figura 1.1 Cisplatino ((cis —diamonio-dicloro-platino(ll))

La principal toxicidad del cisplatino que se observo primero en perros y en
monos ya se ha observado en pacientes. Este incluye toxicidad renal dosis
limitante, ndusea y vOmito, mielosupresién, ototoxicidad, y disminucion en los
electrolitos séricos. El uso intensivo de hidratacién intravenosa cuya
consecuencia es la diuresis, ha disminuido la gravedad de la nefrotoxicidad
inducida por el cisplatino. EI nUmero de efectos secundarios menores continda
incrementando conforme aumenta la experimentacién clinica del farmaco.
Estos incluyen ahora la tinitus, sordera, neuropatia periférica e

hipomagnesemia. ®

El cisplatino es el primer miembro de una nueva clase de farmacos
anticancerigenos potentes (los complejos metélicos de coordinacion) en
adquirir uso general en la quimioterapia del cancer. Se ha demostrado ser
efectivo solo o en combinacion para el tratamiento de una amplia variedad de
tipos de cancer solidos en el hombre. La evidencia sugiere que puede ser
curativo para el cancer testicular y de los ovarios. También es paliativo en el
tratamiento de céncer de cabeza y cuello, de la vesicula, préstata, pulmén y

algunos canceres pediatricos .>'&

Los compuestos de Pt (Il) tales como el cisplatino reaccionan con nucleéfilos

para producir productos de adicién. El cisplatino es bifuncional en el sentido de

gue cada molécula tiene dos sitios de reaccion de nucleodfilos. En este aspecto,
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el cisplatino y sus derivados se asemejan a los agentes alquilantes
bifuncionales como las mostazas nitrogenadas. Como éstas, el cisplatino
puede reaccionar con una variedad de sitios moleculares en la célula, pero la
reaccion mas significativa desde un punto de vista bioldgico es probablemente
con el ADN. Los ejemplos de posibles de aductos del cisplatino involucrando al

ADN se ilustran en la Figura 1.2.

Recientemente se aislé un aducto de ADN-cisplatino y se obtuvo la estructura

cristalina, lo que vino a corroborar la propuesta hecha varios lustros antes. & **

13-17
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Entrecruzamian’o Intracatenario Entrecruzamiento intercatenario

Figura 1. 2. Mecanismos de reaccion del Cisplatino.
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Desafortunadamente, muchos tumores son totalmente refractarios al cisplatino,
Este hecho ha estimulado el disefio, la sintesis y la evaluacion de muchos
nuevos agentes en la busqueda de compuestos con toxicidad reducida y
diferentes propiedades biolégicas. De manera ideal, la busqueda pretende

encontrar farmacos con las siguientes caracteristicas:

a) Ausencia de resistencia-cruzada al cisplatino.

b) Un espectro mas amplio de actividad, particularmente en &reas clinicas
donde el cisplatino no ha demostrado efectos terapéuticos.

c) Disminucion de efectos eméticos y renales (toxicos directos en general)

d) Sinergismo en terapias combinadas.

e) Bajo potencial oncogénico. & **

1.6. Casiopeinas.

En México, el elevado indice de mortandad por cancer, la resistencia de
ciertos tumores a los tratamientos convencionales y su costo elevado,
estimulan la busqueda de nuevas moléculas, como una alternativa de
tratamiento para esta enfermedad. Por todo lo anterior, en 1975, la Dra. Ruiz
Azuara, en la Division de Estudios de Posgrado de la Facultad de Quimica de
la UNAM, concibié la idea de disefiar compuestos de coordinacion con posible
actividad contra el cancer.?> ® E| disefio de los compuestos se realizd
considerando ademés de los puntos mencionados en el apartado anterior,

varios parametros particulares de compuestos de coordinacién, como son:

= Elmetal y su estado de oxidacion.

= El ndmero de coordinacién del mismo.

18



Con respecto a los ligantes, se considera la capacidad quelante y el grado de
hidrofobicidad e hidrofilicidad de los mismos. Estas caracteristicas se reflejan
en las propiedades que estos compuestos presentan, en términos de
solubilidad, potencial electroquimico, capacidad de transporte a través de las
membranas y estabilidad, de tal manera que se lleve a cabo una interaccién de
los compuestos con el ADN, entre otras posibilidades de mecanismo de
actividad. La familia de compuestos llamada Casiopeinas contienen cobre (I1)
como centro metélico que en la esfera de coordinacién presentan un ligante
bidentado del tipo diimina (N,N) y otro que puede ser aminoacidato (N,O) o
donador (0,0)*% 8 Estos compuestos han sido clasificados en subfamilias

las cuales se presentan en la siguiente tabla:

Tabla IV. Subfamilias y formulas generales.

Subfamilia Formula general
Casiopeina | [Cu(4,7-difenil-fenantrolina)(O-N)]NO3
Casiopeina Il [Cu(4,7-dimetil-fenantrolina)(O-N)]NOs3
Casiopeina lll [Cu(4,4-dimetil-bipiridina)(O-O)]NO3

Casiopeina IV |[Cu(4,4-dimetil-bipiridina)(O-N)]NO3
Casiopeina V [Cu(5R-fenantrolina)(O-N)]NO3

Casiopeina VI [Cu(5,6-dimetil-fenantrolina)(O-N)]NO3
Casiopeina VIl  |[Cu(fenantrolina)(O-N)]NOs3

Casiopeina VIII |[Cu(3,4,7,8-tetrametil-fenantrolina)(O-N)]NO3
Casiopeina IX |[Cu(bipiridina))(O-N)]NO3

Los compuestos de coordinacion desarrollados por Ruiz Azuara fueron
disefiados para mostrar una actividad biolégica potencial. Dichos compuestos
poseen en su esfera de coordinacién metales de la primera serie de transicion,
de preferencia esenciales biolégicamente (Mn, Fe, Co, Ni, Cu y Zn). A partir de
1980 se inician los trabajos de constatacion biolégica in vitro con base en el

postulado que pueden tener actividad antineoplasica®> 8. Esta hipétesis se
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apoyo tanto en los postulados antes mencionados como en los postulados de
Rosenberg, los ultimos a su vez fueron derivados de los conocimientos
farmacodinamicos del cisplatino en lineas tumorales y que se resumen en los

siguientes puntos:

a) Estos complejos deben intercambiar rapidamente sélo algunos
ligantes en reacciones con moléculas biolégicas.

b) Los complejos deben ser eléctricamente neutros, aunque la
forma activa puede estar cargada después de intercambiar algun
ligante en la especie viva.

c) Dos ligantes cis monodentados (0 uno bidentado) como grupos
salientes son necesarios. Los isbmeros trans son inactivos.

d) Las velocidades de intercambio de estos ligantes se encuentran
en un intervalo especifico de labilidad.

e) Los ligantes no intercambiables en la molécula deben estar

fuertemente enlazados.

Hasta la fecha se han sintetizado cerca de 100 Casiopeinas, las cuales estan
caracterizadas quimicamente y en proceso de caracterizarse con detalle
fisicoquimicamente. Se encuentran patentadas. El proceso de sintesis implica
la mezcla de cantidades equimolares de los ligantes y Cu (NO3) , para obtener
una mezcla de reaccion azul intenso en la mayoria de los casos a la que se
evapora el disolvente a presion reducida y temperatura controlada. De esta
forma se obtiene un precipitado cuya coloracion varia segun los ligantes del
verde oscuro al azul de diferentes tonalidades. Este producto se somete
repetidas veces a recristalizacion para purificarlo y finalmente se procede a

realizar las pruebas de identificacién y caracterizacion. %

La actividad biologica de algunas Casiopeinas ha sido estudiada mas a fondo y

han sido sometidas a mudiltiples pruebas de acuerdo con las normas

internacionales de evaluacion de farmacos con potencial anticancerigeno, y los
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resultados han demostrado que estas moléculas tienen actividad citostatica,
citotoxica y antineoplasica, lo cual motiva a continuar con estos estudios en
otras moléculas de la misma familia. Aunque todavia no estd definido el
mecanismo de accion de éstas moléculas, estudios recientes indican que
tienen una alta capacidad para inducir apoptosis en células tumorales, asi

como la formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS).* %°

Hasta la fecha, no existe algun tipo de formulacion para las Casiopeinas. Para
estudios en animales, las Casiopeinas son administradas por via intravenosa
en solucion glucosada para evitar su precipitacion. Este trabajo es pionero en

cuanto a formulacion de las Casiopeinas se refiere.

2. Sistemas de liberacién controlada.

Durante varias décadas el tratamiento de las enfermedades ha sido
acompafiado por la administracién de las formas farmacéuticas tradicionales
tales como las tabletas, capsulas, cremas, unguentos, jarabes, aerosoles,
inyectables y supositorios. Sin embargo esas formas farmacéuticas, a pesar de
gue son las que predominan en el mercado, no garantizan una concentracion
constante del farmaco dentro del organismo, por lo que para lograr esto es
necesario tomar este tipo de medicamentos varias veces al dia provocando asi,
molestias al paciente tales como tiempos de dosificacion cortos, ademas de los
efectos adversos del farmaco y de que sdélo una pequefia cantidad de farmaco
llega al sitio donde se requiere. Lo anterior se ejemplifica en la figura 2.1. 2
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Figura 2.1 Perfiles de liberacion

Por lo anterior en los ultimos afios se han disefiado formas farmacéuticas
alternativas para solucionar este tipo de problemas surgiendo asi los sistemas

de liberacion controlada.

La liberacién controlada de farmacos al lugar especifico de accion en la dosis y
tiempo necesarios es un area extensa y muy activa de la tecnologia
farmacéutica. Los beneficios de estos sistemas de liberacion son muchos,
destacando la disminucién de los efectos secundarios, la posibilidad de

disminuir la dosis y el aumento de los tiempos de dosificacion.

Los sistemas de liberacion controlada abarcan una amplia gama de técnicas;
desde aerosoles para la terapia de inhalacion hasta capsulas de alta tecnologia
gue liberan la carga a los sitios especificos del cuerpo. Otra forma de lograr
este objetivo se refiere al uso de acarreadores que lleven al farmaco al lugar de
accion en la dosis y el tiempo deseados.
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Los sistemas acarreadores presentan algunas ventajas sobre el hecho de
administrar los farmacos libremente. Por una parte el organismo es protegido
de la posible toxicidad de los activos, mientras que éstos son protegidos de la
accion del organismo y del medio ambiente, a la vez que mantienen la

velocidad de liberacion.

Para diseflar formas de dosificacion “sofisticadas” se utilizan materiales
adecuados que disminuyan las propiedades de las moléculas activas,
incluyendo aquellas relacionadas con su comportamiento en el organismo.
Muchos tipos diferentes de biomateriales han sido desarrollados, siempre
considerando la finalidad ultima: lograr un sistema de liberacién controlada, con
el cual ni organismo, ni activo se vean afectados de manera negativa. Los
materiales deben ser, principalmente biodegradables, es decir, que su
degradacion en el organismo sea mas rapida que fuera de él y que ni ellos ni
sus productos de degradacién sean toxicos. Destacan las ciclodextrinas,
fosfolipidos, esteroles, diferentes tipos de tensoactivos y polimeros naturales
(albumina, gelatina, colageno, etc.) o sintéticos (lipidos, polianhidros, poli-e-

caprolactona, poliortoésteres, etc.). 2% 22

Para poder conocer cédmo funcionaran los distintos acarreadores utilizados es
necesario tener conocimiento de algunas propiedades de los mismos:
distribucion y tamafio de particula, potencial Z, hidrofobicidad de la superficie y

analisis quimico de la misma.

En caso de ser necesario obtener formulaciones estériles, hay que estudiar la
composiciéon de cada uno de los acarreadores, siendo los mas complejos
aquellos formados a partir de polimeros, ya que muchos de éstos son
susceptibles de hidrolizarse a temperatura altas o mediante radiaciones
esterilizantes (rayos y) y el 6xido de etileno no se recomienda, dado que es
susceptible de dejar residuos. Por lo tanto, las técnicas seran elegidas en

funcidon del vehiculo, considerando la posibilidad de filtracion, si es que el
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tamafio de particula lo permite o directamente trabajando en condiciones

asépticas. 2%

En resumen, para conseguir sistemas altamente eficaces se necesita que:
1.- La superficie sea hidrofilica.

2.- La superficie sea no activante.

3.- La adsorcion de componentes del suero sea baja.

4.- El tamafio de la particula no importa si la superficie es la adecuada.

5.- Todos los requerimientos deben de cumplirse simultaneamente.

Su éxito en terapéutica depende de su capacidad para mantenerse en la
circulacion y su capacidad de alcanzar las células o tejidos “meta”.

Los acarreadores mas utilizados se pueden clasificar en tres grupos:

- Coloidales: liposomas, niosomas, microparticulas y
nanoparticulas.
- Moleculares: ciclodextrinas, anticuerpos y dendrimeros.

- Celulares: eritrocitos resellados.

2.1 Sistemas coloidales

Son todos aquellos constituidos por particulas menores a 1 um. Entre los mas
mencionados en la liberacion controlada se encuentran: liposomas, niosomas,

nanoparticulas y microparticulas. " %% 2 2°

2.1.1 Liposomas
Se definen como vesiculas de diferentes tamafos, formadas por una o mas

capas conceéntricas de fosfolipidos y que presentan en su interior una cavidad

hidrofilica. Figura 2.2.7% 2028
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Figura 2.2 Estructura de Liposomas

Fueron descubiertos en 1960 y desde entonces han sido utilizados para
diversos fines, entre los que destacan su uso como modelos de membranas
celulares y como sistemas de liberacion de activos, a nivel farmacéutico y
cosmeético. Los liposomas varian segun el tipo de lipidos utilizados, la técnica y
las condiciones de preparacion lo cual influye sobre los procesos de
opsonizacion, perfil de liberacién de los activos y la vida media del liposoma #*
2628 Entre sus aplicaciones terapéuticas se encuentran la aplicacién de
doxorubicina y citromicina en administracion parenteral y el AZT por via
intravenosa. Entre sus aplicaciones cosméticas se encuentra en el mercado

Capture® de Christian Dior.
2.1.2 Niosomas

Son vesiculas formadas principalmente por tensoactivos no iénicos y presentan
una mayor estabilidad que los liposomas. Entre los tensoactivos utilizados para
su fabricacién se encuentran: poliglicerol alquiléteres y glucosil alquil-éteres,
entre otros. Para conferirles una mayor estabilidad se incluyen en su estructura

otros tensoactivos cargados y un porcentaje de colesterol.
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Su eficacia de carga depende del método de preparacién (inyeccion de
disolvente organico lleva a mayor eficacia que por agitacion manual),
composicién de la bicapa (a mas colesterol, mayor longitud de cadena y mayor

carga, mayor atrapamiento).

Entre sus aplicaciones terapéuticas se pueden mencionar la administracion
intravenosa de doxorubicina, la administracion oral de metotrexato y la

administracion transdérmica de estradiol. 2% 26 29

2.1.3 Microparticulas

Son particulas pequefias, del orden de micras. Pueden ser preparadas a partir
de diferentes materiales y sus caracteristicas fisicas despenderan del uso al
gue estén destinadas. La eleccion del material considera el principio activo que
se desea utilizar, el sitio donde se requiere, la duracién del efecto y la toxicidad
del mismo. Existen dos tipos de microparticulas: las microesferas en las que el
farmaco se encuentra disuelto o disperso en una matriz polimérica solida y las
microcapsulas cuando el farmaco se encuentra en una fase liquida interior y

rodeada por una membrana polimérica.

El uso de microparticulas ha sido generalizado en los ultimos afios. Se pueden
encontrar sistemas de liberacion dirigidos practicamente a cualquier via de
administracion que involucren estas particulas microestructuradas. Sin
embargo, debido a su tamafo existe el riesgo de activacion del sistema

inmunitario y la posibilidad de producir toxicidad.

Se han utilizado con antineoplésicos, broncodilatadores, antiinflamatorios, etc.,

suponiendo un gran auge en el &mbito farmacéutico. %2
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2.1.4 Nanoparticulas

Son particulas coloidales las cuales tienen un tamafio de entre los 10 y 1000
nm. Estan hechas a base de materiales macromoleculares en el cual el
farmaco esta disuelto, atrapado o encapsulado. Este material debe ser

preferentemente biodegradable. " 2424 2730

La eleccion del polimero, tamafio y método de preparacion dependera de la
bioaceptabilidad del mismo, las propiedades fisicoquimicas del farmaco y del

polimero y de la meta terapéutica.

METODOS DE PREPARACION

Se pueden dividir en aquellos en los que se parte del polimero previamente

sintetizado o los que se parte de los monémeros.

Polimeros previamente sintetizados:

Emulsificacién-evaporacion 2% 223133

-El polimero y el farmaco se disuelven en un medio organico inmiscible con el
agua y se adiciona a una disolucion acuosa mediante agitacion u otro
mecanismo que lleve a disminuir el tamafio del glébulo de la preemulsion
formada.

- Se elimina el disolvente organico mediante vacio, calor o ambos.

El resultado es la formacion de una dispersion de nanoesferas.
Emulsificacion-difusion 2% 2% 343¢

Se puede considerar una modificacion del método anterior.

- Se disuelve el polimero en un disolvente parcialmente miscible con agua, el

cual ha sido previamente saturado en agua.
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- Se adiciona la fase anterior a una disolucion acuosa que contiene un
estabilizante.

- Se adiciona mas agua, lo que hace que haya un proceso de difusiéon y se
formen las nanoparticulas.

- Se elimina el disolvente mediante vacio.

Desplazamiento del disolvente #+%* %’

- Se disuelve el polimero, el farmaco, y en ocasiones, un estabilizador en un
medio semipolar, miscible con el agua.

- Se adiciona la mezcla a una disolucién acuosa con un estabilizante (alcohol
polivinilico) manteniendo agitacion.

Las nanoparticulas se forman inmediatamente debido a una rapida difusion del
disolvente no acuoso, el cual es eliminado mediante vacio.

Salting-out 2% 2% 3840

Se basa en la separacién de un disolvente miscible con agua de una disolucion
acuosa mediante efecto de salting-out.

- El polimero y el farmaco son disueltos en acetona (ya que se conoce muy
bien su comportamiento).

- Mediante agitacion es emulsificada en un gel acuoso que contiene los
electrolitos y un estabilizante coloidal.

- Se adiciona la suficiente cantidad de agua para que aumente la difusion de
acetona a la fase acuosa y se formen las nanoesferas.

- Se elimina el disolvente.

A partir de monomeros:

Polimerizacion en emulsion %2

- Se disuelve el monémero en un no-disolvente con la ayuda de un tensoactivo.
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- Se inicia la reaccion de polimerizacion
- Precipitacion de las nanoparticulas

Polimerizacion en fase acuosa continua 22

- Se disuelve el mondmero en una disolucién acuosa, con o sin estabilizantes,
en la que también esté disuelto el farmaco.

- Se inicia la polimerizacion mediante radiacion o iniciacion quimica.

- Debido a que el polimero es insoluble en el medio utilizado hay una

precipitacion y formacion de las nanoparticulas.

Polimerizacion interfacial %2

- Se disuelven farmaco y mondmero en la fase en que son solubles.

- Se adicionan a la fase organica o acuosa, segun sea el caso, con agitacion.
(En caso de ser necesario, la fase externa debera tener un iniciador de la
polimerizacion.

- Si el proceso de polimerizacibn es muy répido, se forma una capa
impermeable del polimero, dando como resultado microcapsulas.

Si el proceso es lento, la polimerizacion se dard en el total de la masa y se

formaran nanoparticulas sélidas.

Observando lo anterior, se puede decir que la metodologia en la cual se parte
de polimeros preformados es mas sencilla e involucra menos riesgos que

aquella en la cual se parte de monémeros.

APLICACIONES

Al igual que las microparticulas han supuesto un gran auge como sistemas de
liberacion de farmacos, suponiendo una mejora a las anteriores, dado que al
ser su tamafio mas pequefio supone un menor problema inmunoldgico.

Ademas de que su facilidad para alcanzar ciertos lugares se ve incrementada.
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Se han utilizado con citostaticos, antiinfecciosos, péptidos, antiinflamatorios,

etc.

Ademas de las nanoparticulas formadas a partir de polimeros naturales o
sintéticos, destacan actualmente las formadas a partir de lipidos sélidos,
conocidas como SLN (nanoparticulas solidas lipidicas). Estas surgieron en
1991 y reltnen las ventajas de los sistemas tradicionales, por una parte se
pueden utilizar macromoléculas no toxicas para el organismo, como en el caso
de los liposomas pero con mayor estabilidad, y por otra parte se consiguen

tamafnos nanomeéricos.

Las técnicas usadas para preparar SLN han sido: homogeneizacién por alta

presion, microemulsién o evaporacion de disolvente y doble emulsion (w/o/w).

En el primer caso se disuelve el farmaco en el lipido de eleccion fundido entre
5y 10 °C por arriba de su punto de fusion y se dispersa la mezcla con agitaciéon
en una disolucién caliente (a igual temperatura que la fase lipidica) de
tensoactivo. Esta preemulsién se homogeniza con alta presioén. La emulsion se
enfria y la recristalizacion del lipido lleva a la formacién de las estructuras
nanomeéricas. También es posible encapsular farmacos sensibles a la
temperatura mediante mezclado en frio o moléculas hidrofilicas, de este modo
se evita, en parte, la migracion del farmaco a la fase acuosa durante el proceso

inicial de formacion de la preemulsién. 72123 2> 27

En el segundo caso se forma una microemulsion, siendo la fase interna el
lipido fundido con el farmaco incorporado, esto es adicionado con agitacion a
una fase acuosa con tensoactivos y cotensoactivos a la misma temperatura. La
microemulsion formada se adiciona a una disolucién acuosa fria y la
precipitacion de las SLN es instantanea. Este ultimo método tiene la desventaja

de que la cantidad de fase lipidica con respecto a la acuosa puede ser muy
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pequefia y por lo tanto para obtener una cantidad significativa de SLN es

necesario eliminar una cantidad excesiva de agua.

En el tercer caso, se disuelve el lipido en un medio organico y se dispersa en
agua formando una emulsion o/w. Posteriormente se evapora el disolvente,
dejando el lipido en contacto con el agua, al ser no soluble precipitara dando
lugar a las SLN. Sin embargo este método tiene el problema, como en el caso
de nanoparticulas convencionales, de tener que hacer uso de disolventes

organicos.

En el dltimo caso, el farmaco se disuelve en una fase interna acuosa que es
emulsificada a alta velocidad (Ej. Ultraturrax) con un lipido previamente fundido
o disuelto en un disolvente organico. Esta primera emulsion W/O es
posteriormente dispersada en una fase acuosa que contiene estabilizantes,
dando lugar a una doble emulsion W/O/W que se mantiene en agitacion.
Después las nanoparticulas son aisladas por filtracion. Esta técnica es util para

farmacos que presentan una alta solubilidad en agua.

Para que el sistema de liberacidén sea efectivo es necesario que sea capaz de
encapsular el farmaco de manera eficiente. Esto dependera de:

-Solubilidad del farmaco en el lipido: si es poco soluble migrara hacia la fase

acuosa durante el proceso de preparacion. 2 2% 2430

-Naturaleza quimica y estructura cristalina: los lipidos pueden formar particulas
muy cristalinas, lo cual hace que se forma una red perfecta y las moléculas
extrafas, el farmaco, sea eliminado. Para evitar esto, se utilizan mezclas de

21, 22,24, 30

lipidos.

-Polimorfismo del lipido: si hay posibilidad de diferentes modos de

cristalizaciéon, nos podemos encontrar con que el lipido cristaliza diferente en el
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seno de la disolucion que en el proceso de manufactura de nanoparticulas y
por ello, durante la produccion de SLN el farmaco puede ser expulsado del

seno lipidico para éste formar una red cristalina mas perfecta. %

Una vez formado el sistema de liberacién, éste debe ser capaz de liberar el
farmaco de manera controlada. La liberacion va a depender del tamafio de
particula, la matriz lipidica, concentracion de tensoactivo y los parametros de

proceso.

LIBERACION DEL FARMACO

Las nanoparticulas presentan sus efectos de liberacion del farmaco en la
mayoria de los casos por la interaccion que tienen directamente con su medio

ambiente. La liberacion del farmaco puede ocurrir por:

% Desorcion de la superficie.

e

%

Difusion a través de una matriz.

>

Difusion a través de la pared del polimero o lipido.

o
A

X/
X4

L)

Erosiéon de la matriz.

%+ Combinacion del proceso difusion-erosion.

En el mecanismo de liberacion del farmaco, el coeficiente de difusién y su
biodegradacion son los principales factores a considerar dentro del mismo. La

liberacion del farmaco desde las nanoparticulas esta fuertemente influenciada
por el ambiente biolégico en que se encuentran. El efecto del medio ambiente
es mayor cuando se trata de dosificaciones muy largas, ya que puede haber un
mayor grado de unién a proteinas plasmaticas y con ello el retraso en la

liberacién del activo. ” 23 24 3041
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e Eliminacion

Los sistemas coloidales presentan problemas como rapido aclaramiento de las
particulas coloidales por los macrofagos del sistema reticuloendotelial. Se
conoce que éste puede ser evitado, o al menos, disminuido, de los siguientes
modos: modificando el tamafio de particula, modificando la carga de la
superficie, modificando la hidrofobicidad de la superficie 0 modificando algunos
grupos expuestos en la superficie. Se ha observado que a mas lipofilica sea la
superficie menor es la interaccion con muchos de los componentes del
organismo y por ello menor respuesta inmune. Para lograr esto se puede
realizar una modificacién quimica de la superficie mediante una reaccion en la
cual se introducen grupos hidrofilicos en la molécula del acarreador o por
adsorcion de polimeros con caracteristicas estructurales y eléctricas
adecuadas a nuestras necesidades (poloxamero, poloxamina, fosfolipidos,
compuestos etoxilados, etc. Con respecto a los grupos de superficie se conoce
gue para evitar el rapido aclaramiento de las particulas es necesario: no tener
expresion de antigenos en la superficie y asi no habra reconocimiento por
anticuerpos, no poseer lugares de unidbn para el C3b (sistema del
complemento) y poseer caracteristicas de superficie adecuadas para la unién
con el componente H (sistema del complemento que disminuye la actividad del
mismo. Ejem: Alto contenido de grupos carboximetilo disminuye la activacion

del sistema del complemento 2+ 38 4243,

CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS

Tamafio de particula (¢)

Se realiza mediante PCS (Espectroscopia de correlacion de fotones) y LD
(Difraccion laser). La primera técnica mide la fluctuacion de la intensidad de la

dispersiéon de la luz causada por el movimiento de las particulas. La segunda
se basa en el angulo de difracciéon de la luz producido por las particulas, a
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menor tamafio se observan angulos mas grandes. Los equipos miden el
tamafio de particula de acuerdo a la intensidad, volumen y namero. El estudio
del tamafio de particula es necesario porque de éste dependera: su distribucién
en el organismo, su toxicidad (si es mayor a 6um es mayor que el didametro de
los capilares, asi (LD50 ratas=154000/g para 13.5um y 705/G para 90.7um) y
evidentemente el aclaramiento por el sistema reticuloendotelial (mayor tamafio
mayor aclaracion).También es necesario para ver el comportamiento de las

nanoparticulas durante la liberacién del farmaco. 2% 24 30: 35 41, 42,44, 45

Potencial Z (§)

La medicion de este pardmetro ayuda a predecir la estabilidad de las
dispersiones coloidales. La medicion se basa en la movilidad electroforética de
las particulas, para lo cual existen varios métodos para medir este parametro.
La agregaciéon disminuye a valores altos de potencial Z (mayores de +30mV y
menores de -30mV) debido a la repulsion de las particulas cargadas. El
conocimiento del potencial zeta es determinante para estimar la unidon a
macrofagos y la agregacion entre particulas. Practicamente todos los coloides
acuosos son negativos, -14mV a —-30 mV. A mas negativo la estabilidad
aumenta, esto se consigue por la adicion de electrolitos aniénicos. Si el
potencial es —30 mV 0 menos, la repulsion es suficiente para conferir una gran

estabilidad y entre —45 y —70, la estabilidad esta asegurada.

Para conseguir aglomeracion es necesario que el potencial zeta sea cercano a

cero, lo cual se consigue adicionando electrolitos catiénicos. " 2% 22 430,32, 35,42,

46, 47

Liberacion in vitro

Los diferentes sistemas para determinar el paso de un farmaco a través de una

membrana constan de dos compartimientos, un donador y un receptor
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separados por una membrana (Figura.2.3). El perfil de liberacion se obtiene
mediante la cuantificacibn de farmaco en muestras obtenidas de la cadmara
receptora de donde se extrae un volumen conocido de medio y se renueva con
medio nuevo con el fin de mantener el contacto entre la membrana y el medio
receptor y condiciones sink. ElI analisis se realiza con HPLC o
espectrofotometria. Uno de los sistemas mas utilizados con esta finalidad son

las celdas de difusién de Franz. 2481

%o Liberado = (masa acumulada en receptor/masa total (100)

DONADOR
=
EEm
—

TOMA DE
MUESTRAS

RECEPTOR

Figura 2.3 Celda de difusién de Franz

Microscopia Electronica

La evaluacion morfolégica de las particulas se realiza mediante técnicas de
microscopia electronica como la de transmisién (TEM) y la de barrido (MEB),
con ellas es posible contar con una evidencia del tamafio y aspecto de las

nanoparticulas obtenidas’ 2% 30 41 42 5152

La microscopia electronica de
barrido funciona a través de un bafio de electrones que incide sobre la
muestra, la energia producida por este choque, provoca la aparicion de
diferentes sefiales que, captadas con detectores adecuados, proporcionan

informacién acerca de la naturaleza de la muestra.
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Calorimetria Diferencial de Barrido

El analisis térmico diferencial es una técnica mediante la cual se puede
conocer las propiedades de cristalinidad de las particulas obtenidas, asi como
la interacciéon farmaco-lipido y la modificacion que se presenta con respecto al
lipido y el farmaco después de someterse a una técnica para formacion de
nanoparticulas. También puede ser un indicador de la estabilidad de las
nanoparticulas formadas a través del tiempo. Se pueden presentar la
desaparicion, disminucion y corrimiento de picos de fusidn. Este equipo mide la

energfa (mMW) liberada o absorbida en funcién de la temperatura. 2 4% 4% 5253

platillo de  Muestra Platillo de
muestra / referencia

\\4 /
= )
| | |
i [ X -\

Figura 2.4 Calorimetro diferencial de barrido

2.2 Otros acarreadores:

1.- Ciclodextrinas

Son sistemas potenciales de liberacion de farmacos, ya que tienen la
capacidad de alterar las propiedades fisicas, quimicas y biologicas de la
molécula huésped por medio de la formacion de complejos de inclusién. Se
sabe que las ciclodextrinas estan constituidas por moléculas de glucosa unidas

entre si por enlaces a 1—4 glucosidicos, las mas comunes, a-, B- y 7y-
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ciclodextrinas, estan constituidas por 6, 7 y 8 unidades de glucosa,
respectivamente y tienen una cavidad hidrofébica con los bordes exteriores
hidrofilicos, presentan forma de cono truncado y sus estructuras son las
mostradas en la Figura 2.5. ?*>*°8_Las ciclodextrinas se utilizan en la industria
farmacéutica para aumentar la solubilidad de algunos farmacos en agua. Las
moléculas del principio activo se incluyen en la cavidad y pueden ser
transportadas por la ciclodextrina hasta el lugar de su actuaciéon. Ademas las
protegen del oxigeno y de la irradiacion UV y las liberan uniformemente sobre

OH
HO, o)
S o,
OH Yo
OH
OH a
OH HQ

Q,

un tiempo prolongado.

OH

HO

HO OH
Y OH 0
HO
5 OHO HO
o OH
HO

a-Cyclodextrin

Figura 2.5 Ciclodextrinas

2.- Eritrocitos resellados

Se pueden utilizar como acarreadores debido a su capacidad para ser abiertos
y resellados y poderse introducir moléculas en su interior sin sufrir variaciones
en su estructura, presentando un comportamiento en circulacién idéntico al del

glébulo rojo (GR) sin modificar.

Como cabe esperar son especificas para células eritrofagocitarias, como por

ejemplo la enfermedad de Gaucher (glucocerebrésidos). %’
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3.- Dendrimeros

Son una clase relativamente nueva de macromoléculas. Son moléculas

sintéticas tridimensionales ampliamente ramificadas, polimeros tipo arbol, que

poseen un tamafio y forma precisos, asi como grupos superficiales, que son

sintetizadas mediante polimerizacion por pasos a partir de monomeros

ramificados cuya naturaleza y funcionalidad puede ser facilmente controlada y

variada (Figura 2.6).%% >%

Figura 2.6. Dendrimero PAMAM ( poliamidodiamido) de tercera generacion

Ventajas de las formas farmacéuticas de liberacion modificada

Existe una gran variedad de aplicacion para los sistemas de liberacion

modificada de farmacos ya que pueden ser administrados en diferentes formas

farmacéuticas y vias de administracion como son:

Oral: tabletas y capsulas con recubrimiento entérico.

Parenterales: Inyectables.
Implantes subcutaneos.

Dispositivos transdérmicos.
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Dispositivos intrauterinos.

Todas estas formas de dosificacion presentan ventajas sobre las formas
farmacéuticas convencionales. Los medicamentos formulados a través de la
liberacion modificada tienen como objetivo principal mejorar el tratamiento

farmacoldgico a través de ventajas tales como:

% Reduccion del nimero de administraciones.
% Reduccion de la dosis, y por lo tanto la reduccién de los efectos

colaterales, asi como evitar la acumulaciéon del farmaco.

X/
X4

Incrementar la biodisponibilidad de algunos farmacos que son

)

susceptibles a la inactivacibn enziméatica o bacteriana, asi como

protegerlos de su metabolismo.

53

%

Mejorar la eficiencia del tratamiento.
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OBJETIVOS

IV. OBJETIVOS

Objetivo general:

Elaborar nanoparticulas de Casiopeina Ill | a® que liberen el farmaco de

manera prolongada.

Objetivos particulares:

a. Conseguir una emulsion del tipo w/o/w estable.

b. Caracterizar las nanoparticulas obtenidas mediante estudios de
tamano de particula ( ¢), potencial Z (), microscopia electronica
de barrido (MEB) y calorimetria diferencial de barrido (DSC).

c. Conocer el comportamiento de liberacidon in vitro de las

nanoparticulas.
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PARTE EXPERIMENTAL

V. MATERIALES Y EQUIPO

Equipo utilizado:

Y VY

YV V.V V V V V V V VYV V V

Autoclave, sin marca, fabricacion nacional.
Espectrofotometro UV-Visible, Ocean optics S-2000.
Celdas horizontales de difusion de Franz con membrana de celofan (12000-
14000 D).

Parrilla de agitacion magnética, Fisher Scientific.
Campana de flujo laminar, Esco.

Rotaevaporador Heindolph.

Equipo Ultraturrax, Poliscience.

Zetasizer Malvern Instrument Modelo ZS3600.
Microscopio optico, Lieder.

Bafio ultrasonico, Cole Parmer.

Videocamara, Cole Parmer.

Balanza analitica, Explorer Ohaus.

Refractometro, Bausch & Lomb.

Calorimetro Diferencial de Barrido, Shimadzu.
Microscopio Electrénico, GEOS.

Materiales utilizados:

Fosfato de sodio monobasico, monohidratado, Reactivo Analitico Baker®.

Cloruro de metileno (CH,Cl,), Reactivo Analitico Baker®.

Poloxamero, Pluronic F-127, donado amablemente por Polioles.
Lecitina 60% TLC, Sigma.

Acido Estearico,Sigma.

Casiopeina Il | a° sintetizada en el laboratorio 210 de la Facultad de Quimica de
la UNAM.
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PARTE EXPERIMENTAL

VI. METODOLOGIA

- Preformulacién de emulsiones

En este primer paso lo que se pretende lograr es elaborar una emulsion doble

estable para a partir de ésta obtener un sistema nanoparticulado.

Para lo anterior se probaron diferentes proporciones de lecitina y poloxamero

como agentes tensoactivos disueltos en diclorometano y agua respectivamente %,

Para definir las proporciones de los tensoactivos de la doble emulsion, se
realizaron varios ensayos. El primero consistido en probar diferentes porcentajes
de lecitina para estabilizar la primera emulsion. Los porcentajes de lecitina fueron
0.25%, 0.5% y 1%, los cuales a su vez se disolvieron en 20 mL de diclorometano
y se mezclaron con 2 mL de agua para tener dos fases inmiscibles. Esta mezcla
se homogeneizé con el ultraturrax y se forma una emulsién del tipo w/o. Las
emulsiones formadas se centrifugaron a 4500 rpm durante 10 min para probar su
estabilidad.

Posteriormente se probaron diferentes porcentajes de poloxadmero 188 para formar
la doble emulsién. Para ello se combinaron los porcentajes de lecitina con los
porcentajes de poloxamero 188 siguientes: 2%, 3% y 4%. Este tensoactivo se
disolvié previamente en 55 mL de agua y esta disolucién se agrego a la emulsion
w/o y se agité con ultraturrax durante 15 min. Las emulsiones se centrifugaron a
4500 rpm durante 10 min y se tomaron imagenes de las emulsiones con
microscopio optico para asegurar que se obtiene lo deseado.

-Elaboracion de emulsion multiple (w/o/w)
Considerando los estudios de estabilidad de cada ensayo, la proporcién elegida

para elaborar la doble emulsién fue 0.5% de lecitina en 20 mL de diclorometano y
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PARTE EXPERIMENTAL

3% de poloxamero en 55 mL de agua. El procedimiento que se realiz6 fue el

siguiente:

La lecitina previamente pesada se disuelve en 20 mL de diclorometano hasta
formar una disolucion. La solucion anterior se mezcla con 2 mL de agua y se agita
con el Ultraturrax durante 5 min. Con lo anterior se forma una emulsion w/o. Por
otro lado se disuelve el poloxamero en 55 mL de agua lo cual consiste la fase
externa de la emulsion una vez disuelto se mezcla con la emulsién w/o obtenida

en el punto anterior y se agita el conjunto con el Ultraturrax durante 20 min.

Es importante sefalar que durante todo el procedimiento se trabajé en condiciones
estériles, ya que previamente se esterilizo el material en la autoclave a 120° C, 14
psi durante 15 minutos y toda la metodologia se llevé a cabo en la campana de
flujo laminar con filtro HEPA y lampara UV, previamente desinfectada con etanol
al 70%.

-Elaboracion de SLN de acido estearico.

Método emulsificacion evaporacion

En este punto se siguié el mismo procedimiento para la emulsion triple con la
variante de que en este punto se agregd acido estearico para formar las
nanoparticulas. En este caso el &cido estearico se disolvid en el diclorometano
junto con la lecitina y posteriormente se realizo el resto del proceso para obtener
una emulsion triple. Una vez formada la emulsion mdltiple, esta se somete a
rotaevaporacion a una temperatura de 30°C y 120 rpm hasta que el diclorometano
se haya evaporado completamente. Posteriormente el concentrado resultante se
sonica durante 30 min. Esta preparacion constituye la formulacion blanco y se
trabajé en condiciones estériles al igual que en la preparacion de la doble

emulsion.
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-Preparacion de nanoparticulas con Casiopeina® Ill | a.

Se sigue el método antes mencionado solo que en este caso se disuelve el
farmaco (25 mg) en 3 mL de agua (1.87 x10 % M). Lo anterior se mezcla con la
solucién de lecitina, &cido esteérico y diclorometano y se agita con el ultraturrax.
Una vez obtenida la primera emulsion se agrega la solucién de poloxamero y se
agita nuevamente con el ultraturrax. Nuevamente se trabajé en condiciones

estériles.

Para lo anterior se manejaron diferentes cantidades de acido estearico con
respecto a la concentracion de farmaco la cual permanecié en todos los casos
constante. Asi se obtuvieron cuatro formulaciones diferentes con el fin de elegir la
mas adecuada de acuerdo a su comportamiento en cuanto tamafio de particula
(9), potencial Z (£) y velocidad de liberacién in vitro. Por lo tanto las formulaciones

realizadas fueron las siguientes:

1. Relacion M casiopeina lll | a —4acido estearico (1: 0.01)
2. Relaciéon M casiopeina lll | a —acido estearico (1: 0.1)
3. Relacion M casiopeina Il | a —acido estearico (1: 1)

4. Relacion M casiopeina lll | a —acido estearico (1: 10)

- Caracterizacion de nanoparticulas.

Tamafo de particula (¢) y potencial Z (€)

Para medir el tamafio de particula y el potencial Z, es necesario conocer el indice
de refraccién de las materias primas que se estan utilizando, con el fin de
disminuir el error en la medicion, debido a las propiedades de cada material. Para
ello se mide con un refractometro el indice de refraccion del agua, el cual es
conocido y sirve como medio de calibracion y posteriormente se mide el indice de

refraccidon de las materias primas.
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Para medir el tamafio de particula se toman 2 mL de la muestra obtenida en una
celda de vidrio y se mide el tamafio de particula y con una celda de plastico con
electrodos se mide el potencial Z (£). En ambos casos se calcula el promedio de
las mediciones realizadas (20 mediciones por muestra). Las mediciones tanto de
tamafio de particula como potencial Z () se llevan a cabo el en equipo Zetasizer

Malvern Instrument.

-Liberacion in vitro

El estudio de liberacion del farmaco a partir de las muestras obtenidas se realiza
mediante celdas horizontales de difusion de Franz utilizando como medio en el
donador y receptor disolucion reguladora pH 7.5 (para tener condiciones parecidas
a las fisiolégicas) separados por una membrana de celofan, la cual es inerte al los
componentes de la formula, es semipermeable a aniones y cationes y tiene un
tamafio de poro de aproximadamente. Se coloca una cantidad de la muestra de
acuerdo a la capacidad de la celda que funciona como donador manteniendo el
sistema en un bafio de 37°C y en agitacion constante. Se toman muestras a
diferentes tiempos durante 8 horas, recuperando el volumen de la alicuota
analizada. Se cuantifica la cantidad de casiopeina® liberada a cada tiempo
utilizando espectrofotometria UV-Visible, considerando la longitud de onda a la
cual absorbe el farmaco (244.86nm) y comparando cada absorbancia contra una
curva patrén previamente realizada. La curva patrén se realizé a partir de una
solucién madre de concentracién 1.86297% M y a partir de ella se hicieron las
diluciones pertinentes para tener suficientes puntos y un coeficiente de correlacion

aceptable.

-Microscopia Electronica

Por medio de esta técnica es posible evaluar la morfologia y el tamafio de las

particulas para asi obtener evidencia de tanto la presencia de las mismas como
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de su forma y tamafio. Para ello se coloca la muestra en un metalizador de
carbono el cual consiste en dos electrodos conectados a una fuente de corriente
alterna de bajo voltaje y alta intensidad entre los que se intercala una barra de
carbono terminada en una punta afilada. Al pasar la corriente, la punta de la barra
se va evaporando, de forma que rocia la muestra con una fina capa de carbono.
La punta va acoplada a un muelle que la mantiene en todo momento en contacto
con el otro electrodo. Todo el conjunto esta encerrado en vacio con el fin de
facilitar la deposicion de la pelicula de carbono sobre la muestra.

-Calorimetria diferencial de barrido.

El analisis térmico diferencial es una técnica que permite conocer las propiedades
de cristalinidad de las particulas obtenidas que muestran la interaccion del
farmaco con los excipientes después de la formacion de las nanoparticulas. Para
ello se pesa un pequefa cantidad de la muestra que se desea estudiar (aprox. de
2 a 6 mg) y se coloca en una capsula de aluminio y se sella herméticamente.
Posteriormente, se coloca la capsula dentro del equipo y se procede al analisis
ajustando las condiciones del estudio (10° C por minuto hasta 350° con atmoésfera
de Ny). Es importante sefialar que la muestra es comparada contra un blanco, el

cual consiste en aire.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Preformulacion de emulsiones

La emulsion formada con cada porcentaje de lecitina presenta una consistencia
cremosa en los tres casos. Esto se debe a Las emulsiones anteriores se dejaron
reposar y posteriormente se centrifugaron para ver su estabilidad. Para ello se
tomaron 5 mL de cada emulsion y se centrifugaron a 4500 rpm durante 10 min. El
resultado de lo anterior fue la separacion de fases en los tres casos. Las
emulsiones w/o se volvieron a agitar con el ultraturrax y recuperaron su apariencia
original a pesar de que se centrifugaron. Esto indica que hubo un proceso de
agregacion, mas no de coalescencia y que aunque el sistema no es estable
durante mucho tiempo, el periodo durante el cual es estable permite llegar a la

elaboracion de las nanoparticulas.

La adicién del poloxdmero 188 permite estabilizar la segunda emulsion w/o/w ya
que posee una cadena de polioxietileno la cual es hidrofilica mientras que su parte
polioxipropileno es hidrofébica y por lo tanto ésta parte estara unida a la lecitina,
formando una emulsion estable. Para comprobar su estabilidad, se centrifugaron
las muestras en las mismas condiciones (4500 rpm,10 min), lo que derivo en la
separacion de fases de todas las combinaciones de porcentajes de poloxamero-
lecitina probadas. Las emulsiones se volvieron a agitar con ultraturrax siendo
éstas reemulsionables. Al igual que en la emulsion w/o, hubo un fenémeno de
agregacion y no de coalescencia. Para elegir la proporcion que se iba a utilizar se
tomaron imagenes de las preparaciones con el microscopio Optico, lo cual derivd
en que la proporcion elegida fuera 0.5% de lecitina, 3% de poloxamero ya que en

esta combinacion se encontrd la doble emulsion.
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6.2 Doble emulsién (w/o/w)
Para conocer cual es la emulsion multiple mas estable, se realizaron diferentes
ensayos, variando las proporciones de los tensoactivos, y se tomaron imagenes

de las mismas, las cuales se presentan a continuacion:

Figura 6.1. Microscopia Optica de la emulsidon w/o/w

0.25% lecitina, 3% poloxamero

La emulsion mdltiple con las proporciones de 0.25% lecitina y 3% poloxamero
muestra que efectivamente hay formacion de la emulsion mdaltiple ya que hay tres
fases, lo cual se muestra en la figura anterior. Sin embargo, esta emulsién no es
estable ya que el tamafio de gota es muy variado y hay fusién de gotas debido a
gque probablemente la cantidad de tensoactivo no es suficiente para estabilizar las
fases, por lo que esta emulsion queddé descartada para ser utilizada en la
formacién de nanoparticulas debido a que no es estable el tiempo suficiente para
realizar el procedimiento completo de formacion de SLN.

La figura siguiente muestra el resultado de la combinaciéon de lecitina al 1% y

poloxamero al 3%.
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Figura 6.2. Microscopia 6ptica de la emulsiéon w/o/w

1.0% lecitina, 3% poloxamero

Esta emulsion presenta las tres fases pero en poca proporcion, ademas de que se
presentan varios tamafios de gota y en la figura se muestra la fusion de gotas. Lo
anterior indica inestabilidad de la formulacién, por lo que por las razones
anteriormente mencionadas, no se puede considerar una formulacion ideal para el

proceso de formacién de nanoparticulas.

Finalmente la emulsién seleccionada fue 0.5% de lecitina y 3% de poloxamero. La
emulsion obtenida tiene un aspecto blanco lechoso uniforme, lo cual nos indica
gue en principio la emulsion es estable y presenta una consistencia cremosa. Se
hicieron observaciones con el microscopio éptico y se tomaron imagenes de la

emulsion obtenida que se presentan a continuacion.
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Figura 6.3. Microscopia 6ptica de la emulsién w/o/w,
0.5% lecitina'y 3% poloxamero

Figura 6.4. Microscopia 6ptica de la emulsién w/o/w,
0.5% lecitina'y 3% poloxamero

Con la imagen anterior se puede comprobar que efectivamente se tiene una
emulsion multiple en que la que tanto la fase interna como externa consiste en
agua. El propésito de obtener una emulsion del tipo w/o/w, fue tener disuelta la
casiopeina® Ill | a en el agua, ya que es totalmente soluble en ésta. Lo anterior

implica se formen pequefias gotas de agua con el principio activo al entrar en
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contacto con la fase organica, la cual contiene el acido esteéarico (necesario
para formar las SLN) estabilizadas por medio de un tensoactivo, que en este
caso se trata de la lecitina, formando en primer lugar una emulsion w/o. Sin
embargo, en este primer paso, el &cido estearico se encuentra soluble dentro
de la fase organica y no estad formando las SLN por lo que es necesario
agregar otra fase en la cual la fase organica sea insoluble con el fin de formar
las SLN y una vez terminado el proceso de formacion, tener un medio de
suspension de las mismas. Dicho la anterior se tiene una tercera fase para
finalmente formar la emulsion multiple del tipo w/o/w. La tercera fase, como
bien nos indica el tipo de emulsion antes mencionado, se trata de una fase
acuosa en la que Unicamente se estabilizé con otro tensoactivo (poloxamero
188), permitiendo tener una emulsién multiple estable el suficiente tiempo para
llevar a cabo el proceso de formacion de SLN evaporando la fase organica.

Como se puede observar en las fotografias anteriores, la emulsidon, después de
un tiempo no es del todo estable, esto se puede comprobar por la diversidad de
tamafio en las gotas de la emulsién y conforme pasa el tiempo hay fusion de
gotas lo que finalmente conlleva a una separacion de fases. La inestabilidad de
la emulsién puede deberse a la naturaleza de las fases, ya que el proceso de
formacion de la emulsiébn no es espontaneo y por lo tanto el sistema requiere
de mucha energia para que sea estable. Esto se puede solucionar cambiando
las proporciones de los tensoactivos 0 combinando varios tensoactivos para

conferirle mayor estabilidad a la emulsion.

Formacion de nanoparticulas

Después de la formacién de la doble emulsion, ésta se rotaevapora para
eliminar el disolvente organico. Una vez eliminado el disolvente, el &cido
estearico entra en contacto con el agua, lo que provoca que el polimero forme
una esfera llevando dentro de si el principio activo en disolucion estabilizado
por la lecitina. De esta manera se forman las nanoparticulas®® 2" *. El
resultado de lo anterior es que las nanoparticulas estan suspendidas en el

medio de dispersion (agua y poloxamero 188). La suspension presenta un
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aspecto amarillento lechoso y translicido. Esta suspension se sonica para

reducir el tamafio de particula.

6.3 indice de refraccion

Antes de medir el tamafio de particula, es necesario introducir en el equipo a
utilizar el indice de refraccidén de lo que se desea medir. Para ello se midio el
indice de refraccion del agua, que sirve como blanco, el del principio activo en
disolucion y el del acido esteérico. Los resultados obtenidos se muestran en la

siguiente tabla:

Tabla 6.1. Resultados de indice de refraccion

Compuesto indice de refraccion
Agua 1.3335
Casiopeina Ill | a° 1.3335
Acido estearico 1.4235

El indice de refraccion es la razon de la velocidad de la luz en el vacio a la
velocidad de la luz de una longitud de onda determinada en una cierta
sustancia °L.El indice de refraccion se midié bajo una luz amarrilla de longitud
de onda de 589 nm. Los resultados mostrados en la tabla 6.1 indican que entre
el indice de refraccidon del agua y el principio activo no hay diferencia y por lo
tanto, en el momento de hacer una medicidén en el equipo Zetasizer, el indice
de refracciobn no serd un factor que afecte los resultados del tamafio de
particula y potencial Z. Sin embargo, en el caso del acido estearico, hay una
diferencia importante con respecto al agua, ya que el indice de refraccién del
acido esteérico es mayor, por lo que este dato se introdujo dentro del equipo,
con el fin de que las lecturas de tamafio de particula y potencial Z no tuvieran
errores, debido a que el equipo funciona con un rayo laser el cual choca con las
particulas que se encuentran en la muestra, dando una sefial al equipo la cual
nos da una lectura. Asi, cada material dispersa la luz de manera distinta y esto
da como resultado un algoritmo diferente para cada sustancia. Este algoritmo
es utilizado por el equipo para hacer el célculo de tamafo de particula y

potencial Z, por lo que si no se introduce indice de refraccion de la sustancia
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con la cual se estéa trabajando, puede llevar a errores de medicion y por lo tanto
los resultados no serian confiables. Por ello es de suma importancia medir el
indice de refraccion para que este factor no influya en los resultados y no de

lecturas falsas o erréneas.

6.4 Tamafo de particula.

El tamafio de particula es un parametro que depende de las variables del
proceso de formacion de nanoparticulas. Numerosos factores intervienen en la
promedio final de tamafio de particula tales como la composicion de los
excipientes, la composicion del principio activo, el proceso de formacién, los
factores que intervienen en el proceso como temperatura, presion, y el equipo
de homogeneizacion, el medio de dispersion, entre otros. Para este caso el
factor a considerar principalmente es la cantidad de &cido estearico utilizada
frente a la cantidad de principio activo constante. Las formulaciones que se

trabajaron fueron las siguientes:

1. Relacién M casiopeina lll | a —4cido esteérico (1: 0.01)
2. Relacion M casiopeina lll | a —acido esteérico (1: 0.1)
3. Relaciéon M casiopeina lll | a —acido estearico (1: 1)

4. Relaciéon M casiopeina lll | a —acido estearico (1: 10)

Es importante recordar que se trabajé con una formulacién blanco la cual
consiste en la misma relacion molar de la formulacion tres, con la Unica

excepcion gue no contiene principio activo (nanoparticulas vacias).

El equipo Zetasizer que se utilizd para medir el tamafio de particula, reporta
resultados en % de intensidad, % en volumen y % en numero. En este caso se
trabajaron los datos de % en numero porque son los mas representativos con
respecto a la cantidad de nanoparticulas presentes en las muestras y su
tamafo correspondiente. En la tabla siguiente se muestran los resultados para

cada una de las formulaciones realizadas:

Tabla 6.2 Resultados de tamafio de particula
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Relacion Molar
Formulacion (Casiopeina: Ac. ¢ (nm) % numero
Estearico)

Blanco 0:1 100 100
91.6 91

1 1: 0.01 336 )

2 1:0.1 30.3 99
3 1:1 98 100
4 1:10 101 100

Tamafio de particula

360 —
340
320 4
300
280 4
260 4
240 3
220 4
200 4
180 -
160
140 4
120 4
100 4
80
60
40
20
04

Diametro (nm)

Blanco For 1(1:0.01) For2 (1: 0.1) For 3 (1:1) For 4 (1:10)

Formulacion
Grafica 6.1 Tamafio de particula

Como se puede observar, todas las formulaciones tienen un tamafio de
particula aceptable ya que esta por debajo de los 500 nm, ademas de que
presentan uniformidad de tamafio porque se tiene un porcentaje del 100% en
namero. En cambio la formulacion 1 presenta dos poblaciones diferentes de
tamafios de particula, que a pesar de que entran dentro del limite requerido
para considerarse como nanoparticulas, el hecho de que presente mas de una
poblacion, nos habla de una inestabilidad fisica de la formulacion, y siendo asi,
entonces se descartaria esta formulacion para una posible aplicacion, ya que

no es el porcentaje de principio activo encapsulado en cada particula
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posiblemente no sea el mismo debido a las diferencias de tamafio y por lo tanto
la liberacion y distribucién del farmaco no seria la adecuada para alcanzar el
efecto terapéutico deseado. En cuanto a la formulacion 2, se presenta un
tamafio de particula muy pequefio en comparacion con las demas
formulaciones, y a pesar de que entra dentro de los limites establecidos para
considerarse como un sistema coloidal, su tamafio indica que la cantidad de
acido esteérico utilizada influye notablemente en el tamafio de particula. Esto
puede traer como consecuencia, que la encapsulacion y la liberacion sea
diferente de las otras formulaciones, lo cual se comprobaria en los estudios de
liberacion in vitro. Asi el tamafio influye invariablemente en el sistema inmune,
ya que por ser un tamafio de particula tan pequefio, sea posible que el sistema
inmune no lo detecte, aunque también se ve afectado por la carga de la

particula.

Cabe mencionar que tanto en la formulacién 1 y 2 se utilizaron cantidades muy
pequefias de &cido estearico frente al principio activo, y se obtuvieron
resultados muy variables en cuanto a tamafo se refiere, lo cual es indicativo de
que la concentracion es un factor determinante para la formacién de

nanoparticulas.

En cuanto a las formulaciones 3 y 4 los tamafios de particula obtenidos son de
100 nm en promedio, ademas de que ambas formulaciones son uniformes en
cuanto a % en numero, lo cual nos habla de una estabilidad del sistema y por

lo tanto estas formulaciones son candidatas para aplicarse por via intravenosa.

Para el objetivo de este trabajo, es importante tener tamafos de particula
menores a 500 nm porque se trata de una formulacion con aplicacion
intravenosa. De acuerdo con diversos estudios, inyecciones intravenosas con
tamafios de particula por encima de los 500 nm pueden derivar en la muerte
por una embolia” 2* 3% 3 por otro lado el tamafio de particula puede modular el
mecanismo de captura por macrofagos y tener influencia sobre su estabilidad
biolégica. Se ha observado que los mecanismos de pinocitosis declinan y los

de fagocitosis aumentan en funcién del incremento del tamafio de particula.
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Estos resultados pueden tener repercusiones en la biodistribucion de las

particulas. %

Después de un cierto tiempo (aprox. 3 meses) se volvié a medir el tamafio de

particula de cada una de las formulaciones y se encontraron cambios

significativos para este parametro. Los resultados se muestran en la siguiente

tabla:

Tabla 6.2 Resultados de tamafio de particula después de 3 meses

Relacion Molar
(Casiopeina: Ac.
Formulacién Estearico) ¢ (nm) % numero

Blanco 0:1 147 100
204 77.6
939 22.2

1 1:0.01 4790 0.2

840 11

2 1.0.1 187 89
461 0.4
3 1:1 48.9 99.6

4 1:10 155 100
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5000 Tamafio de particula a los tres meses

4000 —

Diametro (nm)

0 - J——| .

T T T T T 1
Blanco Forl (1:0.01 For2(1:0.1) For3(1:1) For4(1:10)

Formulacién

Grafica 6.2 Tamafio de particula después de tres meses

Los resultados anteriores indican una cierta inestabilidad de las formulaciones
ya que hubo cambios de tamafio de particula con respecto a los primero
resultados presentados. En la formulacion blanco se muestra un aumento de
tamafo de particula de 47 nm con una poblacion del 100%, esto quiere decir
que aunque hubo un aumento en el tamafio éste no sale de los limites
establecidos para considerarse como nanoparticula. En el caso de la
formulacion 1, anteriormente se presentaron dos poblaciones lo que ya
hablaba de inestabilidad de la formulacidn, en estos resultados se presentan
tres poblaciones diferentes y con tamafios de particula muy variables lo cual
nos habla de un sistema totalmente inestable, ademas de que se presenta una
poblacién con tamafio de particula muy superior a los 1000nm, y aunque ésta
tiene un porcentaje muy pequefio, esta formulacion no podria ser candidata
para una aplicacion intravenosa y no se podria considerar como un sistema
coloidal.

Para la formulacion 2 se tienen dos poblaciones diferentes y una de ellas
presenta un tamafo de particula mayor a los 500 nm, lo cual descarta su
posible aplicacion intravenosa. En la formulacion 3 se presentan dos

poblaciones diferentes y con resultados muy variables entre si respecto al
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tamano, lo cual indica inestabilidad en el sistema, es importante sefialar que en
este caso hubo una disminucién importante en el tamafio de particula, lo cual
podria afectar la liberacion del farmaco. En la formulacion 4 el tamafio de
particula aument6 de manera uniforme y ademas esta dentro de los limites
requeridos, por lo que aunque no es ideal que estos cambios sucedan, podria
utilizarse esta formulacién para los fines establecidos en este trabajo. Los
cambios en el tamafio de particula y el hecho de que se presenten poblaciones
distintas en una misma formulacion puede deberse a que el sistema no es
estable, ya que posiblemente las particulas no tengan la carga adecuada para
repelerse y por lo tanto haya un proceso de fusion entre si alterando los
resultados. Es importante que este tipo de sistemas presente estabilidad ya
que los cambios en el tamafio afectan directamente el comportamiento de
liberacién del farmaco de manera que no se libere adecuadamente para
alcanzar el efecto terapéutico o incluso, como se trata de una aplicacion
intravenosa, pudiera ser que se alcanzaran tamafos de particula mayores a los
500 nm provocando una embolia en el paciente. Para evitar este tipo de
problemas, es recomendable tener un mayor control en las variables del
proceso ya que éstas estan directamente relacionadas con el tamafio de

particula.

6.5 Potencial Z (€)

Casi todas las particulas en contacto con un liquido presentan una carga
eléctrica en su superficie. El potencial eléctrico entre la carga de particula y el
liquido en el cual estan suspendidas es llamado potencial Z. Dicho de otra
manera, el potencial Z es un parametro indicativo de la estabilidad de los
sistemas coloidales farmacéuticos como una suspension de las nanoparticulas
obtenidas, es decir, cuanto pueden atraerse las particulas para formar
agregados. Es recomendable que el potencial Z tenga valores por arriba de +
30 mV o por debajo de —30 mV.

En la tabla siguiente se muestran los valores de potencial Z promedio de las

muestras realizadas.
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Tabla 6.3 Resultados de Potencial Z

Formulacion Relacion Molar ¢ (mv)
(Casiopeina: Ac. Estearico)
Blanco 0:1 -9.40
1 1: 0.01 -5.59
2 1:0.1 -8.96
3 1:1 -2.14
4 1:10 -30.2

Formulacién

Blanco For 1(1:0.01) For 2 (1:0.1) For 3 (1:1) For 4 (1:10)
v T T

-15 -

-20 4

Potencial Z (mV)

-25 =

-30 Potencial Z

Gréafica 6.3. Potencial Z

Tanto en la tabla como en la grafica 6.3, se muestran los valores de potencial Z
obtenidos para cada formulacién. De acuerdo con los resultados obtenidos, las
formulaciones no son estables ya que estan dentro del intervalo de +30 mV y —
30 mV, lo que nos habla de que pueden formar agregados de particulas
confiriéndole inestabilidad al sistema, lo cual se confirma con los resultados de
tamafo de particula. La formulacion 4 esta dentro por debajo de los —30 mV lo
gue indica que

tendria una mayor estabilidad en comparacién con las demés formulaciones, lo
que en un principio podria indicar alguna relacion directa entre la cantidad de

acido estearico utilizado y el potencial Z. Sin embargo, por los resultados
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obtenidos es posible que el acido estearico y el poloxadmero que se encuentra
en el medio dispersante tengan una especie de arreglo estérico que compensa
en parte la repulsidon electrostatica obteniendo asi ese valor de potencial Z. En
el caso de las otras formulaciones, puede ser que la cantidad de &cido
estearico no sea suficiente o el nUmero de particulas no sea suficiente para que
el poloxamero interactie con el acido estearico para evitar la agregacion de

particulas.

Muchas formulaciones por si solas no son capaces de conferirle cargas
adecuadas a las particulas para que sean estables, por lo que en farmacia se
utiliza mucho la adicion de electrolitos con el fin de modificar el potencial Z y
darle estabilidad al sistema. En este caso se podria adicionar alguna sal para
modificar este parametro y obtener sistemas estables en cuanto a cargas

electrostaticas se refiere.

6.6 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Se tomaron micrografias de cada una de las formulaciones realizadas con el fin
de observar la morfologia de las nanoparticulas. Ademas de esto también se
tomaron micrografias de la Casiopeina Ill | a® y del acido estearico para
observar la morfologia que presentan antes y después del proceso de
preparacion de las nanoparticulas, ya que la estructura de estas sustancias
puede presentar cambios que seran evidentes al observar la morfologia que

exhiben las muestras obtenidas por Microscopia Electronica de Barrido.

El acido esteérico es un solido duro, blanco, y amorfo con una morfologia

caracteristica mostrada en la siguiente micrografia:
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Ba= 15} 1,588  181mm Fo-uUsal1P

-

Figura 6.5.Micrografia Acido Esteéarico

En la micrografia anterior se muestra al acido estearico como un sélido
formando pequefias laminas de superficie lisa y de diversos tamafios y formas.

La casiopefna Ill | a ®©

es un polvo fino de color azulado con apariencia
cristalina. La morfologia que presenta el principio activo se muestra a

continuacion:
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Figura 6.6. Micrografia Casiopeina lll la ®

Como se puede observar, la casiopeina Ill | a® se presenta como cristales en
forma de agujas de diversos tamarfos, lo cual no se alcanza a distinguir a

simple vista.

Con lo anterior se puede comparar tanto el principio activo como el &cido
estearico contra las nanoparticulas para cada formulacién con el fin de
comprobar si en primer lugar la casiopeina se encapsula dentro de la
nanoparticula y en segundo lugar observar los cambios en morfologia del &cido

estearico al formar las nanopatrticulas.

Para cada formulaciéon se tomaron varias micrografias en donde se muestra la
morfologia de las nanoparticulas.
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o ZEBE M

Figura 6.7.Micrografia Formulacion 1

La formulacién 1 presenta nanoparticulas de diversos tamafios que van desde
muy pequefios hasta de un tamafio importante y de formas tanto esféricas
como ovoides y en cantidad escasa. Esto va acuerdo con los resultados de
tamafio de particula anteriores, ya que se presentan diferentes poblaciones de
tamafio de particula. En principio el acido esteéarico sufri6 cambios en su
morfologia de materia prima para formar la nanoparticula, sin embargo esto no
quiere decir que haya presentado cambios en su estructura, para lo cual se
requieren otro tipo de estudios. En cuanto a la casiopeina Il | a® no se
encuentran los cristales caracteristicos de la misma, debido a que la cantidad
de farmaco se encuentra en disolucién y ademas se puede inferir que se

encuentra dentro de las nanoparticulas.
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ZBEEm

=
|

Figura 6.8.Micrografia Formulacién 2

La formulacion 2 presenta, al igual que la formulacidon 1 diversos tamafios y
formas ademas de que el nimero encontrado en el campo es escaso. Sin
embargo se presentan tamafios de particula superiores a los detectados por el
Zetasizer, lo cual nos habla de una cierta inestabilidad de la formulacion con
respecto al tiempo. Al igual que la formulacién 1, el &cido esteérico se presenta
de la misma forma y la casiopeina lll | a® no se observa en esta micrografia por

lo que también se puede decir que se encuentra totalmente encapsulada.
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Figura 6.9.Micrografia Formulaciéon 3

En cuanto a la formulacion 3, se presentan nanoparticulas de morfologia
parecida a las anteriores, por lo que podemos decir que las condiciones del
proceso Yy los materiales utilizados son los factores que definen la morfologia y
el tamafio de las nanoparticulas. En esta formulacion se presentan
nanoparticulas con tamafios mas uniformes, lo que coincide con los resultados

obtenidos anteriormente.
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\

Y

S

ZBEE

Figura 6.10.Micrografia Formulacién 4

La formulacién 4 presenta tamafios de particulas uniformes y una morfologia
mas definida ya que no se presentan estructuras amorfas como en las
anteriores micrografias los que hace suponer que la cantidad de &acido
estearico propuesta para esta formulacion influye tanto en el tamafio como en

la morfologia que presenta.

6.7 Liberacion in vitro
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Para el estudio de liberacion in vitro se utilizaron celdas de Franz horizontales y

se realiz6é un muestreo de cada una de las formulaciones durante 8 horas. Las

muestras se comparan con la liberacién que presenta la Casiopeina Il | a®
disuelta.
€  0.00009 = Casiopeina liberada —m—Fo0|
© N —F ol
E 0.00008 —- —Fol
E 0.00007 = Fot
=] - == C g
@ 0.00006 —
g -
‘D 0.00005 =
D_ -
= 0.00004 =
(]
@ .
O 0.00003 —
g -
- 0.00002 =
S -
S 0.00001 —
|5 0.00000 —
(é) -
5  -0.00001 § . 7 T T T T T T T T ]
O 0 100 200 300 400 500

Tiempo (min)
Grafica 6.3 Liberacidn in vitro Casiopeinalll | a ®

Como se puede observar en la gréfica anterior, la Casiopeina lll | a® presenta
un perfil de liberacion muy irregular en comparacion con las demas
formulaciones que presentan una tendencia regular. Se detectan cantidades
importantes de farmaco liberado en los primeros minutos porque se trata de un
proceso de difusion a través de una membrana que permite su paso hacia el
receptor y en el cual existe una diferencia importante de gradientes de

concentracion entre el donador y el receptor.

Todas las formulaciones liberan menos farmaco en el mismo periodo de tiempo
en comparacion con el farmaco disuelto, lo cual demuestra que se consiguio un

sistema de liberacién prolongada en cada caso.

Los tamafios de particula son determinantes en un proceso de disolucién y de

difusion. Entre mas grande sea las particula mayor sera el tiempo de disolucion
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y dependiendo de la membrana que se utilize, ésta puede impedir el paso hacia
el receptor. En este caso, se esperaria que la formulacién 2 liberara el farmaco
mas rapido porque presenta un tamafio de particula pequefio en comparacion
con la formulacién 1, la cual presenta un tamafio de particula mucho mayor. Sin
embargo lo anterior no aplica para las formulaciones propuestas en este trabajo
porque la formulacion 2 libera una menor cantidad de farmaco que la
formulacién 1 en el mismo periodo de tiempo. Las formulaciones 2 y 3 tienen
tamafios similares y su liberacion sigue la misma tendencia. Esto demuestra
que el tamafio no afecta de ninguna manera el perfil de liberacion de las

formulaciones realizadas.

La formulacion 1 libera mas farmaco en el mismo periodo de tiempo en
comparacion con el resto de las formulaciones. Esto indica que la liberacion
esta en funcion de la concentracion de acido estearico, ya que entre mas acido
estedrico haya, se libera menor cantidad de farmaco en el mismo tiempo, tal
como se demuestra en la gréfica anterior. La formulacion 4 libera menos
farmaco y es la formulacion que tiene mayor cantidad de lipido. Este lipido esta
actuando como una barrera entre el farmaco y el medio lo cual impide la

difusion inmediata del farmaco retardando asi su liberacion.

La formulacion 4 presenta un perfil de liberacion ideal para los fines requeridos
en este trabajo, ya que libera mucho menos farmaco que la molécula en
disolucién en el mismo periodo de tiempo y ademas, a partir del minuto 200, se
presenta un comportamiento constante, lo cual indica que se esta liberando en
cada punto una muy pequefia cantidad de farmaco y que ademas, para liberar
el 100% de farmaco se requiere un tiempo aproximadamente 4 veces mayor;
esto permite que el farmaco se encuentre en circulacion mas tiempo, y que
probablemente las concentraciones en sangre sean constantes para alcanzar

el efecto terapéutico deseado.

6. 8 Calorimetria Diferencial de Barrido

Los termogramas que se obtienen por medio de calorimetria diferencial de

barrido (DSC), permiten observar el comportamiento térmico de los sélidos
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tanto cristalinos como amorfos ya que pueden presentar fendmenos de fusion,
cristalizacion o degradacién, entre otros. En los termogramas de cada una de
las formulaciones realizadas pueden existir cambios en comparacion con los
termogramas que se realizaron a las materias primas, debido a las
interacciones que se presentan entre el farmaco y el lipido utilizado cuando se
lleva a cabo el proceso de preparacion de nanoparticulas. Este estudio también
permite evaluar si el farmaco esta encapsulado dentro de las nanoparticulas o

se encuentra solamente disuelto en el medio.

Se realizaron termogramas de &cido esteéarico y de la casiopeina Ill | a8® como

referencia y se comparan con cada una de las formulaciones presentadas.

Acido estearico

Potencia (mW)

' ——— r
0 50 100 150 200 250
Temperatura (C)

Figura 6.11.Termograma de &cido esteérico

El termograma anterior nos muestra el comportamiento térmico del &cido
estearico, en el cual se puede observar un pico de fusion en aproximadamente
60° C, ademas de que no se muestran otro tipo de picos significativos en este
termograma, lo cual indica que efectivamente se trata del acido estearico y por
lo tanto la materia prima no contiene impurezas de ningun tipo. Esto es muy
importante ya que para poder comparar los termogramas de los excipientes

contra los de las formulaciones, es necesario que las materias primas no estén
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contaminadas con algun otro compuesto para poder llegar a una conclusion

valida.
El comportamiento térmico de la Casiopeina Ill |1 a® se muestra en siguiente
figura:
00- Casiopeinalll 1 a
-0.54
-1.0-
’;“ -1.54
g ]
p -2.0
o |
T 254
° ]
o
-3.04
-3.54
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45 4 T ' T T T ' T T T
0 50 100 150 200 250
Temperatura (C)
Figura 6.12.Termograma de Casiopeinalll | a®
Para el caso de la Casiopeina Il | a®, se puede observar un pico en

aproximadamente 90°C lo cual es indicativo de la presencia del agua que se
encuentra coordinando a la casiopeina. El segundo pico podria considerarse
una fusion o degradacién como principio activo que seria en aproximadamente
240°C.

A continuacion se muestran los termogramas de cada una de las formulaciones

realizadas.
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Termogramas de nanoparticulas de
Casiopeinalll | a
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Figura 6.13. Termogramas de SLN

Los termogramas anteriores muestran un pico caracteristico en
aproximadamente 60°C; la intensidad del pico estd en funcién de la
concentracién, en este caso de &cido estearico. Asi, se tiene que las
formulaciones 1 y 2 presentan un pico de menor intensidad que las
formulaciones 3 y 4. EL pico que se presenta en todos los casos es parecido al
que se presenta en el 4cido estearico como materia prima y no se observa
ningun otro pico, por lo que se puede decir que no hay formacion de nuevas
especies y por lo tanto es posible que no haya interaccion entre los excipientes
y el farmaco. Si llegara a establecerse alguna interaccion entre el farmaco y los
excipientes, ésta seria de caracter débil, debido a que durante la fabricacion de
las formulaciones no hubo ningun tipo de proceso que pudiera derivar en la
formacion de enlaces covalentes que modificaran la estructura del principio
activo o de alguno de los excipientes utilizados. Es importante sefalar que para
asegurar que no haya interaccion entre excipientes y farmaco se requieren otro

tipo de estudios.
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En cuanto al principio activo se refiere, el pico de fusion de éste no se presenta
en ninguno de los termogramas de las formulaciones, por lo que se puede decir
gue el farmaco se encuentra encapsulado en las nanoparticulas, lo que indica,
en un principio, que el proceso de fabricacion de las nanoparticulas fue
eficiente. Sin embargo, cabe la posibilidad de que el farmaco fuera de la
nanoparticula y que esté en tan pequefia cantidad de que el equipo no detecte
su presencia 0 que los excipientes que se encuentran dentro del medio
(poloxdmero), actien como camuflaje y por ello no se detecta la presencia del

farmaco.

Para demostrar que en efecto se obtuvo una encapsulacién del farmaco, se
realizaron termogramas de mezcla de acido esteérico y el principio activo. Las
cantidades seleccionadas para este estudio fueron la menor proporcion de
Casiopeina Il | a® con respecto al 4cido estedrico, para saber si se trata de la
sensibilidad del equipo o si se obtuvo la encapsulacion. El resultado se muestra

en la Figura 6.14.

2 - Mezcla de acido estearico y
Casiopeinalll l a

Potencia (mW)
o
1

-10 4

12 -

-14

r — 7
0 50 100 150 200 250 300
Temperatura (C)

Figura 6.14. Termograma de mezcla de acido estearico y Casiopeinalll | a®

Como se puede observar, se muestra el pico caracteristico del &cido estearico,

pero ademas de éste, se presenta otro pico en aproximadamente 240°C, lo
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cual indica que se trata del farmaco. Sin embargo, éste pico no es igual al de la
casiopeina que se mostr6 como materia prima, lo cual indica que el principio
activo sufrié algun tipo de descomposicion o que posiblemente se descoordind
al estar en contacto directo con el acido estearico. Estudios previos han
demostrado que éste farmaco se degrada en medios acidos, por lo que se
puede decir que acido estearico descompone al farmaco cuando se realiza una

mezcla simple de éstos.

En el caso de cada una de las formulaciones propuestas, el farmaco se
encuentra disuelto en agua, por lo que para saber si el factor disolucion del
principio activo interviene en el hecho de que no se detecte la presencia del
farmaco por el equipo o que tenga alguna interaccion con el acido estearico, se
realiz6 una suspension de acido esteéarico con el farmaco disuelto en agua. El

resultado se muestra en siguiente termograma:

Mezcla de &cido esteérico y

T Casiopeinalll | adisuelta
15

104

-10 4

Potencia (mw)
a1
1

-15 4

-20 -

-25 <

-30

v 1 v 1 v 1 v I v 1 4 1 4 ) v 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400
Temperatura (C)

Figura 6.15. Termograma de mezcla de Casiopeina lll | a® disueltay 4cido esteérico

En la figura anterior, se observa un pico muy pronunciado debido al agua
presente en la muestra. Ademas se observan dos pequefios picos en

aproximadamente 230°C y 250°C, lo cual indica que el farmaco sufri6 una
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descomposicion al estar en estas condiciones y sin embargo su presencia es
detectada. Estos pequefios picos no se encuentran en los termogramas de
cada una de las formulaciones. Esto indica que el principio activo se encuentra
dentro del acido esteérico, el cual lo protege de las condiciones extremas a las
cuales se sometié en los casos anteriores y si se encuentra una pequefia
proporcion de farmaco fuera de la nanoparticula, no es posible detectarla

porque se encuentra protegida por el resto de los excipientes.
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VIIl. CONCLUSIONES

1. Se logré estabilizar una emulsién multiple w/o/w durante el tiempo

necesario para la fabricacion de SLN.

2. Se obtuvieron 4 lotes diferentes de SLN con diferentes cantidades de

acido esteérico lo cual queda demostrado por diferentes técnicas.

3. Las nanoparticulas obtenidas muestran tamafios de particula
adecuados para su administracion parenteral en el momento de su
preparacion. Sin embargo a los tres meses, se observa un
crecimiento de las mismas que conlleva a una inestabilidad de la

formulacién y a un tiempo de vida de cada una limitado.

4. El potencial Z indica que las nanoparticulas tienen una tendencia a
unirse en el tiempo, mismo que se corrobora en el punto anterior. Se
plantea en el futuro, la adicion de electrolitos para evitar la

agregacion.

5. Se consigue una liberacion del farmaco para cada una de las
formulaciones de manera prolongada, en comparacion con el

farmaco en disolucion.

6. Los estudios de DSC aseguran la encapsulacion del farmaco y no

existencia de una simple mezcla entre farmaco y excipientes.

7. Laformulaciéon mas adecuada para una formulacion intravenosa es la
formulacion 4, debido a que el tamafio de particula y el potencial Z
cumplen con los parametros establecidos para esta via de

administracion.
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Las perspectivas para este trabajo son probar la formulacion
seleccionada en un sistema in vivo y compararlo contra el cisplatino,
para asi tener un perfil de liberacion de esta formulacién y proponerlo

como una alternativa mas eficaz para el tratamiento contra el cancer.
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