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RESUMEN

“Desarrollo de un sistema de transporte y liberacion de farmacos basado en
nanoparticulas poliméricas”

La nanotecnologia basada en polimeros es un area muy importante para la
farmacologia, involucrando elementos como micelas poliméricas, complejos de
polimero-ADN, nanogeles, entre otros. De estos ejemplos los que presentan un gran
potencial son los copolimeros en blogues o poloxdmeros comercialmente llamados
Pluronic®. Las micelas, al encapsular los farmacos y actuar como acarreador, disminuyen
la extravasacion o derramamiento de los mismos en tejidos normales, lo que permite al
principio activo llegar intacto a los tumores. Por lo que se busca mejorar las propiedades
de permeabilidad y retencién de los acarreadores.

En este trabajo se desarrollaron tres sistemas de liberacion controlada de farmacos
por medio de nanoparticulas poliméricas de base Pluronic P123 (P1) y mezclas de P123
con polivinilpirrolidona (P2) y P2 con polietilenglicol (P3). Estas nanoparticulas fueron
cargadas con diferentes ingredientes activos farmacéuticos modelo tales como:
Indometacina, L-metionina, Resveratrol, Coenzima Q10, 5-Fluorouracilo e Imiquimod.
Se determinaron los perfiles de liberacion de los farmacos in vitro, para su potencial
aplicacion en el tratamiento de carcinoma basocelular, y como antioxidantes para uso
cutaneo.

Los nanopolimeros formulados en este estudio resultaron ser componentes
bioldgicamente inertes, que protegen a los medicamentos de la degradacién, prolongan la
biodisponibilidad, lo que en consecuencia deberia mejorar el transporte de los
ingredientes activo-farmacéuticos. Las formulaciones micelares propuestas demostraron
encapsulamiento y liberacién sostenida a una concentracion 10:1 de polimero a farmaco.
Las micelas presentaron morfologia esférica y tamafio nanométrico para las particulas sin
carga del principio activo, y micrométrico para las particulas cargadas, de acuerdo a la
caracterizacion por microscopia electrénica (de barrido y de transmisién). El tamafio de
nanoparticula fue confirmado por DLS (dispersion de luz dindmica). Asimismo se
obtuvieron los perfiles de liberacion por el método de didlisis monitoreado por
espectrofotometria UV-vis. Se registrd para la muestra P1 una liberacion moderada, para

P2 liberacion prolongada y para P3 una liberacion rapida.



VI
ABSTRACT

“Development of a drug delivery and release system based on polymer nanoparticles”

Polymer-based nanotechnology is a very important area for
pharmacology, involving elements such as polymer micelles, polymer-DNA
complexes, and nanogels, among others. Of these examples, those having a
great potential are the block copolymers or poloxamers commercially called
Pluronic®. Micelles, by encapsulating the drugs and acting as a carrier,
decrease the extravasation or leakage of the same in normal tissues, which
allows the active principle to reach the tumors intact. Therefore, it is sought
to improve the properties of permeability and retention of the carriers.

In this work, three controlled drug delivery systems were developed by
using Pluronic® P123 (P1) polymer nanoparticles and mixtures of P123 with
polyvinylpyrrolidone (P2) and P2 with polyethyleneglycol (P3). These
nanoparticles were loaded with different drug model such as: Indomethacin,
Resveratrol, Coenzyme Q10, 5-Fluorouracil and Imiquimod. The drug
release profiles in vitro were determined for potential cutaneous application.
The nanopolymers formulated in this study proved to be biologically inert
components, which protect the drugs from degradation, prolong the
bioavailability, which should consequently improve the transport of the
active-pharmaceutical ingredients. The samples prepared demonstrated
encapsulation and sustained release at a 10:1 concentration from polymer to
drug. The samples presented spherical morphology and nanometric size for
the unloaded particles, and micrometric for the drug-loaded particles
according to the characterization by electron microscopy (scanning and
transmission). The nanoparticle size was confirmed by DLS (dynamic light
scattering). The release profiles were also obtained by the dialysis method
monitored by UV-vis spectrophotometry. A moderate delivery was recorded

for sample P1, for P2 prolonged release and for P3 a rapid release.
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CAPITULO 1. Introduccién

En la actualidad, de acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el
cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el mundo. En
el afo 2012 hubo alrededor de 14 millones nuevos casos y 8.2 millones de muertes
relacionadas con el cancer y las predicciones son que el nimero de casos ira en ascenso
con el paso de los afios. El término genérico tomado por la OMS para el cancer lo explica
como un grupo extenso de enfermedades que pueden afectar cualquier parte del
organismo. Una de sus caracteristicas es la multiplicacion rapida de células anormales
que se extienden mas alla de sus limites habituales y pueden invadir partes contiguas del
cuerpo 0 propagarse a otros Organos, proceso conocido como metastasis [1]. La
alimentacion, la inactividad fisica y algunas sustancias nocivas tales como el tabaco y
alcohol promueven su desarrollo. Incluso con los adelantos en investigacion adn se
desconoce gran parte de las diferencias existentes entre una célula normal y una
cancerosa, lo que imposibilita el control y la eliminacién de la enfermedad en la mayoria
de los casos [2].

Entre los distintos tipos de cancer que se pueden encontrar, el cutaneo es uno de los
mas susceptibles a desarrollarse debido a que es multifactorial aunado a que la piel es el
6rgano més grande del cuerpo humano, siendo la radiacion ultravioleta (UV) de los rayos
solares el principal agente etiolégico®. El dafio en las células epiteliales inicia con la
alteracion del acido desoxirribonucleico (ADN) debido a los rayos UV, seguido de fallas
en el sistema de reparacion del mismo, lo que representa la causa primaria de la aparicion
de éstas neoplasias? [3, 4].

La mayoria de principios activos para los tratamientos de enfermedades presentan
un alto peso molecular y por ende, una baja solubilidad acuosa sin ser la excepcion los
medicamentos para el cancer. La hidrofobicidad de dichas sustancias presenta dos retos:
a) por su corta vida en la sangre, se requiere continuas dosis del farmaco y b) la continua
administracion del mismo conlleva efectos secundarios debidos a la baja especificidad,
dafando tejidos y células sanas [2].

La administracion de farmacos en forma local en lugar de sistémicamente

(afectando a todo el cuerpo) es una manera frecuente de disminuir los efectos secundarios

'Rama de la medicina que se encarga del estudio del origen o las causas de las enfermedades.
2Término utilizado en medicina para nombrar una masa anormal de tejido resultado de una alteracion
en la proliferacion o diferenciacion celular.



y la toxicidad del principio activo, a la vez que se maximiza el impacto del tratamiento.
Ademas, podria superarse, 0 al menos reducirse, la resistencia a farmacos que impide la
eficacia de agentes quimioterapéuticos convencionales. Mientras mas dirigido sea un
farmaco, menor es su probabilidad de desarrollar resistencia a los ingredientes activos
farmacéuticos. En la Figura 1 se esquematizan los altibajos de una dosificacion tradicional
de farmacos versus un tratamiento de dosificacion controlada. De aqui parte la
importancia de resolver las limitaciones de los sistemas convencionales de administracion
y mejorar los metodos de administracion actuales o bien, el disefio de nuevos métodos
que puedan incrementar la efectividad en el uso de los medicamentos existentes, asi como
también la biodistribucion de los mismos usando nanoparticulas que lleven a cabo una

liberacion controlada[5].

Dosis toxica
Dosificacion

tradicional

Dosificacion
por liberacion

controlada

Dosis no efectiva

Figura 1. Esquema de comparacion entre un tratamiento de dosificacion tradicional con
un tratamiento de dosificacién controlada [2].

Las nanoparticulas para la administracion de ingredientes activos farmacéuticos son
capaces de controlar el ritmo de liberacion del farmaco y/o sitio donde se liberaran en el
cuerpo, en funcion de un parametro externo a ellas. De acuerdo al mecanismo en que se
lleva el principio activo cargado al sitio de interés, se clasifican en dos tipos
principalmente, mecanismo de direccionamiento pasivo y activo. EI mecanismo de
direccionamiento pasivo consiste en llevar el principio activo a las células diana®
mediante el uso selectivo de la fisiopatologia Unica de los tumores, tales como su
permeabilidad mejorada y efecto de retencion y el microambiente del tumor. Ademas de
este, el mecanismo de direccionamiento activo usa ligandos o anticuerpos dirigidos hacia

las células dianas incrementando aun mas la especificidad de las nanoparticulas

3La célula diana o blanco o target (blanco de tiro en inglés) son células receptoras o células efectoras,
estas células poseen receptores especificos para las hormonas en su superficie o en el interior.



terapéuticas [5]. Estos avances en nanotecnologia incorporados al cuidado y tratamiento
de la salud dan como resultado otra rama de la ciencia denominada nanomedicina. La
nanomedicina entre otras tareas, busca implementar el uso de micro y nanopolimeros en
sistemas de transporte con alta especificidad y actividad, sin presentar efectos toxicos,
que permita una liberacion controlada y ademas consienta reducir la dosificacion del
farmaco [6]. En nanomedicina, existen mas de 247 productos aprobados o en estadios
clinicos previos a su comercializacion. Muchos de los cuales presentan una gran variedad
de aplicaciones por mencionar algunas, regeneracion tisular, implantes dentales,
tratamiento de tumores e hipertermia. Especificamente para los hidrogeles, se intuye un
repunte eminente de su uso, pues hoy en dia s6lo aparece un producto comercializado con
estas caracteristicas tan prometedoras de acuerdo a la literatura [2].

En este trabajo de tesis, se desarrollaron sistemas nanopoliméricos solubles en agua
y biocompatibles, capaces de encapsular ingredientes activos farmaceuticos. Los sistemas
poliméricos se desarrollaron a partir de micelas base Pluronic P123 con mezclas de
polimeros PVP/PEG. Se utilizé Indometacina como principio activo modelo debido a su
estabilidad para luego usar otros principios activos usados para el tratamiento de
carcinoma basocelular, y de tipo antioxidantes para su potencial uso cutdneo. Las
formulaciones desarrolladas fueron caracterizadas fisicoguimicamente asi como también
se estudio su morfologia y el correspondiente proceso de liberacion in vitro. Puede
deducirse que se mejoro la solubilidad de los farmacos indirectamente puesto que al
momento de ser cargados en las nanoparticulas poliméricas todo el sistema nanoparticula-

farmaco respondio al estimulo de la temperatura que normalmente tiene la piel.



CAPITULO II. Antecedentes

2.1 Estado del arte
2.1.1 Definicion estructural y clasificacion de los geles

La palabra gel se utiliza con frecuencia, no s6lo en las ciencias naturales, sino
también en la vida cotidiana. Muchos de los productos industriales o sus ingredientes,
especialmente en el mercado de alimentos y cosméticos, estan etiquetados con el término
gel. Una definicion estructural rapida define a los geles como un material auto soportado,
en el que se combinan dos componentes diferentes, uno de los cuales es liquido y el otro
solido [7]. Mas especificamente un gel es un sistema que consiste de moléculas,
particulas, cadenas, etc., que estan parcialmente conectados entre si en un medio fluido
por entrecruzamientos en dimensiones macro y microscépicas [8]. Cabe mencionar, que
los enlaces cruzados pueden ser reales (por ejemplo, en redes covalentes) o aparentes (por
ejemplo, en soluciones micelares saturadas) [9-11]. El término "nanogeles” suele definir
dispersiones acuosas de particulas de hidrogel formadas por redes de polimero fisica o
quimicamente reticulados de tamafio nanométrico [12].

Los métodos utilizados para la preparacion de nanogeles se pueden dividir en
cuatro; a) autoensamblaje fisico de polimeros interactivos; b) polimerizacion de
monomeros en fase homogénea 0 en medio ambiente micro o nano-heterogéneo; c) la
reticulacion quimica de preformado polimérico y d) la nanofabricacion asistida por
plantilla. EI autoensamblaje fisico de polimeros fue utilizado por varios grupos para
producir varios nanogeles. Este método por lo general implica la agregacion controlada
de polimeros hidréfilos capaces de interacciones hidrofobicas o electrostaticas y/o enlaces
de hidrégeno entre si. La clasificacion estructural de los geles se lleva a cabo
considerando varios criterios, como la naturaleza de las uniones de la red, el orden
estructural y homogeneidad.

Flory define cuatro diferentes clases de gel [13]:
a) Redes poliméricas covalentes; completamente desordenada.
b) Redes de polimeros formados a través de la agregacion fisica;
predominantemente desordenada, pero con regiones de orden local.
c¢) Estructuras laminares bien ordenadas, incluyendo geles mesofasicos®.

d) Particulas, estructuras desordenadas.

4Sustancias liquidas con una estructura interna cristalina en un rango constante de temperatura.



Una representacion esquematica de las clases de geles se proporciona en la Figura
2. La primera clase esta constituida por geles compuestos de redes reticuladas
qguimicamente (covalentes), como ejemplo son las redes basadas en polisiloxano, los geles
de poliestireno o de caucho vulcanizado. Estas redes covalentes exhiben uniones
puntuales de la red sin extensiéon en el espacio y una funcionalidad baja. El gel es
homogéneo y no hay orden estructural evidente. Ademas, una red covalente puede ser
considerada como una sola molécula de tamafio infinito. Sin embargo, una red puede
consistir también de muchas moléculas que interactian a través de la agregacion
supramolecular o agregacion fisica, que corresponde a la clase 2. Las uniones de la red
en tal caso no son puntuales y tienen una funcionalidad bastante alta debido a la
agregacion parcial de las cadenas a traves de cristalizacion o interacciones hidréfobas. La
red puede ser considerada como una microfase separada. Dependiendo de la condicion
particular de las reticulaciones fisicas (cristalina o amorfa), el gel es parcialmente
ordenado o, analogo a las redes covalentes, completamente desordenado. Las redes de
este tipo son por copolimeros triblogue de tipo ABA, donde solo el blogue B es soluble
en el componente liquido, como casi todos los elastomeros termoplasticos [14] y algunas
redes poliméricas que son proteinas como la queratina [15] o el colageno [16]. Estos
presentan uniones de red formados por pequefios dominios cristalinos. En algunos casos,
las redes fisicas se pueden transformar posteriormente en redes covalentes, si las
secuencias de la cadena son agregados reticulados quimicamente despues de la formacion
de la red. El gel consistiria en una red microfésica separada enlazada covalentemente.

Las primeras dos clases de gel descritas hasta ahora incluyen estructuras que se
pueden considerar como redes reales. Los geles, sin embargo, también pueden estar
compuestos de estructuras altamente ordenadas, forman pseudo-redes debido a las fuerzas
atrayentes como los puentes de hidrégeno, van-der-Waals o fuerzas electrostaticas. Estos
sistemas se clasifican como clase 3 y se refiere a ellos a menudo como "liquidos
estructurados™ y consisten en estructuras laminares formadas por una variedad de
surfactantes [17], fosfolipidos [18] y arcillas como la montmorillonita [19], y de otros
agregados micelares regularmente empacados. EIl gel mas comun a base de polimero de
este tipo esta formado por tribloques copoliméricos Pluronics® de poli(6xido de etileno)-
bloque-poli(éxido de propileno)-blogque-poli(6xido de etileno) [20].

Cabe mencionar, que las aparentes uniones de las redes fisicas (clase 2) y
estructuras altamente ordenadas (clase 3) son a menudo mucho mas déebiles y mucho mas

dindmicas que en el caso de las redes covalentes. Por lo tanto, la resistencia del gel parece



ser algo més baja en la mayoria de los casos y la deformacién mecanica se produce en
escala de tiempo mas corto y relativamente débil. La Figura 2 muestra una clasificacién

esquematica en base a la estructura de los geles de acuerdo a la literatura [21].

Red Covalente Red Fisica
: // e
» » o \ g
Desordenado Desordenado, parcialmente ordenado
Quimicamente reticulado Fisicamente reticulado
Homogéneo Microfase separada
Estructura de red real
Ordenada, estructura  Micelas empacadas Compuestos Floculantes precipitados/
laminar regularmente autoensamblados de  agregados de proteinas

bajo peso molecular

N

‘i

Desordenado
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Macrofase separada

Pseudo estructura de red

Figura 2. Clasificacion estructural basica de los geles de acuerdo con el grado de orden, tipo de
entrecruzamientos, la homogeneidad y el tipo de red [21].

Los geles tipo clase 4 implica a sistemas macrofasicos separados. Estos sistemas
incluyen generalmente particulas con gran anisotropia geométrica, como agujas, fibrillas
0 redes de fibras, como los geles de V.05 [22] y globulares o agregados fibrilares de
proteinas [23]. Los agregados fibrilares formados por ciertos compuestos de bajo peso
molecular a través de autoensamblaje supramolecular en su mayoria presentan diametros
de fibrilla situados en la escala submicrométrica [24] por lo tanto, es razonable considerar
estos sistemas como microfasicos en lugar de macrofasicos separados. Se observa que las
redes también pueden ser covalentes de macrofase separadas (estructura de la red no

homogénea) [25]. Estos sistemas forman una clase intermedia entre 1y 4.



Los hidrogeles tienen la ventaja de que pueden cargarse facilmente con moléculas
hidrofobas y mantener su potencial para la administracion de farmacos, ademas de que
algunos polimeros hidrofilos de libre asociacién permiten la encapsulacion de
biomacromoléculas [9, 26]. Por otro lado, es muy conocido que por regla general, la
relacion de hinchamiento disminuye a medida que el nimero de enlaces cruzados

aumenta en los hidrogeles reticulados.

2.1.2 Farmaco-liberacion

En los ultimos afios los avances tecnoldgicos se han dirigido en gran medida hacia
el area médica, causando gran interés en la industria farmacéutica, surgiendo nuevos
métodos, técnicas y materiales para la entrega, transporte y liberacion de farmacos por
medio de sistemas que permiten llevar a cabo estos procesos de una manera mas
controlada y conducente a objetivos especificos, ofreciendo algunas ventajas sobre los
sistemas tradicionales tales como; modular la solubilidad en agua de ingredientes activos
farmacéuticos, modificar la farmacocinética de principios activos, asi como aumentar la
vida media de sustancias activas dentro de un organismo, como también la mejora de
pautas posologicas y el transporte de varios farmacos paralelamente [2, 27, 28]. En la

Tabla 1 se presentan los principales tipos de liberacion controlada.

Tabla 1. Caracteristicas de diferentes tipos de liberacion controlada[27].
Caracteristicas Ejemplos
principales

Tipo de

liberacion

Comprimidos o parches
lipidicos, hidrofilicos o de
polimeros insolubles.

Sistemas de cubierta entérica o

Disefiadas para garantizar una liberacion
mas lenta del farmaco.

Prolongada
o controlada

Retrasan la liberacién del principio

Retardada  activo. formas farmaceuticas
No prolongan el efecto terapéutico. gastrorresistentes.
Modificadas para garantizar una .
Lo . g ? L Sistemas que pretenden hacer
Pulsatil liberacion secuencial del principio L . .
; coincidir la liberacion del
activo. . . .
) farmaco con ciclos circadianos
Normalmente presentan dos fases: una
. . ) hormonales.
inmediata y otra al cabo de un tiempo.
Liberan el principio activo cuando la Sistemas bioadhesivos,
De control . ; S
espacial forma farmacéutica alcanza su lugar de profarmacos[29] y eritrocitos

accion.

modificados[30].



Principales ventajas que presentan los sistemas de liberacion controlada son [2, 27, 31,

32]:

Administracion de sustancias bioactivas de una forma lenta y constante evitando
terapias por periodos prolongados.

Aumenta la biodisponibilidad del principio activo.

Minimizan efectos secundarios indeseables.

Se logra una administracion local de la droga.

Reduccion de dosis diarias.

Aumenta la eficacia del principio activo

Evitar la biodegradacion del farmaco durante su distribucién

Principales desventajas de los sistemas de liberacién controlada son [2, 27, 31, 33, 34]:

La terapia no puede interrumpirse de inmediato

No permite cambios de dosificacion rapidos si hay efectos adversos

Reacciones adversas locales en la zona de administracion.

No es facil ajustar desviaciones debidas a pacientes particulares

Riesgo de acumulacion del farmaco y necesidad de ajuste de pautas posoldgicas.
No todos los medicamentos son candidatos

Equipos y procesos mas costosos

Correlaciones in vitro/in vivo dificiles de predecir.

Otra forma de clasificar los sistemas de liberacién controlada es por el tipo de

proceso en que se libera el farmaco. La liberacion puede ocurrir por; difusion, disolucién,

presion osmdtica, fuerza mecanica, hinchamiento, erosién o activacion [2, 6, 27, 35].

2.13

Polimeros utilizados en sistemas de liberacion de farmacos

Los biopolimeros son macromoléculas, que pueden ser obtenidas a partir de fuentes

organicas como plantas, microorganismos y animales, o bien se pueden sintetizar de

derivados del petréleo, creando asi componentes biodegradables. El proceso de

degradacién estd dado por accion de microorganismos como hongos o bacterias,

generando COz, CHa4, H20 y pequefias cantidades de compuestos inorganicos. Todos los

compuestos usados para el desarrollo de sistemas de liberacién controlada, como sus

productos, deben ser biodegradables y biocompatibles [36, 37].



Actualmente, en la elaboracion de sistemas de liberacion controlada, se utilizan un
gran numero de polimeros. Existen dos grandes grupos de polimeros, como es bien

sabido, naturales y sintéticos, en la Tabla 2 se muestran ejemplos de los dos tipos de
acuerdo a la literatura:

Tabla 2. Polimeros més representativos en la liberacion controlada de farmacos [27, 38-41].

Coléageno

Alginatos

Naturales Albdmina

Quitosano

Quitina

Polimeros

Acido Poliléctico
Biodegradables Acido Poliglicolico

Polietilenglicol
Sinteticos Polivinilpirrolidona

Polaxémeros
No Biodegradables Acido Poliacrilicos

Polimetilmetaacrilato

El mecanismo que produce la liberacion de principios activos de las matrices de los
sistemas transportadores hacia el medio es un proceso importante que regula la velocidad
de liberacion del principio activo. Se inicia con la entrada del medio acuoso en la matriz
provocando el hinchamiento de la misma, para continuar con la disolucion del farmaco y
su difusién a través de la matriz, y termina con la erosién del polimero. Para polimeros
biodegradables, el principio activo puede liberarse por metabolizacidn o erosion de la
matriz en la que esta encapsulado [37, 42], siendo la difusion en estos polimeros su
principal controlador de velocidad [43].

Otros factores a considerar son:

a) Caracteristicas del farmaco como son peso molecular, solubilidad, tamafio, etc.

b) Tipo de solvente y/o la presencia de diluyentes u otros excipientes [44].



10

En algunos casos, el principio activo atrapado en la capa superficial de los sistemas
poliméricos se disuelve instantaneamente al entrar en contacto con el medio. A este
fenomeno se le nombra en inglés como efecto burst (liberacion rapida o explosiva). Esta
cantidad liberada o efecto burst puede ser deseable mientras no supere el 20% de la
cantidad total del ingrediente activo farmacéutico encapsulado, lo cual puede evitarse
utilizando agentes entrecruzantes o lavando las particulas con solventes adecuados, que

finalmente provoca una baja eficiencia de encapsulacion [27, 45].

2.1.4 Nanohidrogeles inteligentes

Los hidrogeles fueron los primeros biomateriales desarrollados para uso humano.
Estan siendo introducidos en varias lineas de investigacion bioldgica y en la practica
clinica indicando su gran potencial especialmente en aplicaciones como la farmaco-
liberacion. El desarrollo de nanoparticulas para la liberacion controlada de ingredientes
activos farmaceuticos ha mejorado los métodos terapeuticos en los Gltimos afios. Entre
las nanoparticulas estudiadas y aplicadas en la actualidad, los nanogeles (hidrogeles de
tamafio nanométrico) son una alternativa prometedora como sistemas de administracion
de ingredientes activos farmacéuticos debido a su gran estabilidad en la circulacion
prolongada en el torrente sanguineo y la facilidad de encapsular farmacos [46, 47].

Los nanogeles con aplicacion médica contienen redes de polimeros reticulados fisica
0 quimicamente que permiten el hinchamiento del sistema en medio acuoso o fluido
fisiolégico, con la principal caracteristica de ser biocompatibles, es decir, no producen
dafio a la célula [2]. Recientemente, se ha invertido un esfuerzo considerable en el
desarrollo de nanogeles multicomponentes (de composicion de diferentes polimeros)
sensibles a los estimulos. Aquellos nanogeles que son capaces de responder a estimulos
externos como pH, temperatura, ultrasonido, estimulos eléctricos, fotoirradiacion, o
campo magnético, son llamados nanogeles inteligentes. Cuyas respuestas se ven
reflejadas por cambios en sus propiedades fisico-quimicas, tales como contenido de agua
(expansion/colapso), volumen, indice refractivo, permeabilidad de la red interior e
hidrofilia-hidrofobia [2, 47]. En la Figura 3 se presenta un esquema de la respuesta de
hinchamiento o expansién de los nanogeles ante la presencia de un estimulo.

La temperatura, en casos seleccionados, puede afectar a la calidad del disolvente, y
por lo tanto, el tamafio de particula del nanogel. Por ejemplo, los nanogeles basados en

Pluronic® son sensibles a la temperatura. Una rapida disminucion de la temperatura hace
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que estos presenten tamafios de 120 nm hasta hincharse drasticamente a mas de 400 nm
con un aumento de la temperatura [48]. Una de las ventajas de los hidrogeles altamente
dispersos es que normalmente responden muy rapidamente a las condiciones ambientales
cambiantes, lo que facilita la incorporacién y la liberacion de agentes biologicos en

aplicaciones farmacéuticas.

s stado colapsag, gstado hinchagq,
-9

Estimulo

Farmaco atrapado en la
red tridimensional

Liberacion del farmaco

Figura 3. Esquema de la respuesta de hinchamiento ante la presencia de un estimulo [2, 49].

Los hidrogeles sin carga de farmaco, en un estado hinchado, contienen una
considerable cantidad de agua. La carga de agentes bioldgicos se consigue normalmente
de forma esponténea a través de fuerzas electrostaticas, van der Waals y/o interacciones
hidr6fobas entre el agente y la matriz polimérica. Como resultado, los hidrogeles se
colapsan formando particulas estables, en el que un agente biolégico queda atrapado. Es
comuan que los hidrogeles presenten agregacion, esta agregacion se puede prevenir
mediante la introduccién en su estructura de polimeros de dispersion hidrofilos, como el
polietilénglicol (PEG). Durante el colapso del complejo farmaco-hidrogel los polimeros
hidrofilos se exponen a la superficie y forman una capa hidréfila protectora alrededor del
hidrogel que previene la separacion de fases. Lo que hace que los hidrogeles demuestren
un excelente potencial para la administracion de ingredientes activos farmacéuticos
sistémicos ya que mejoran la biodisponibilidad® [26].

En el caso concreto del cancer, se ha comprobado que las células cancerosas

presentan un pH mas acido (pH 6.5) que el que revelan los tejidos y células normales

SLa biodisponibilidad es el porcentaje de una dosis administrada de farmaco que llega al flujo
sanguineo inalterada.
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circundantes (pH 7.4) [50]. En la Tabla 3 se pueden observar los diferentes pH del cuerpo
humano. Esta variabilidad de pH es interesante desde el punto de vista farmacéutico
porque permite liberar el principio activo contenido en el nanohidrogel exclusivamente
en el lugar de interés. De aqui parte la importancia de disefiar nanohidrogeles capaces de
hincharse y liberar el f&rmaco al pH &cido imperante en el entorno del tumor (Figura 4).

Tabla 3. Ejemplos de valores de pH en el organismo humano [51].

Duodeno 5
Estémago 1-3
Yeyuno 6

Ileon 6.6-7.5
Células tumorales 6.5
Tejido sano 7.4
Lisosoma 4.5-5

En los nanohidrogeles, la superficie puede contener dos grupos funcionales o mas,
aunque mas de dos podria disminuir su efectividad, que logren mejorar la entrega
especifica en el sitio de interés, por ejemplo, los aniones folato. Estos nanogeles
modificados tipo folato mostraron un aumento notable del transporte a través de una
barrera modelo gastrointestinal in vitro. En otro estudio, los microgeles de polimetacrilato
modificados con folato presentaron una mayor captacion celular selectiva en las células

cancerosas que sobre-expresan receptores de folato [52, 53].
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Figura 4. Mecanismo esquematico de liberacion del farmaco incluido en los nanogeles en las
células cancerosas como respuesta a la diferencia de pH del medio [2, 49].
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2.1.5 Lapiel y sus afecciones

La piel es el 6rgano mas grande y el mas visible del cuerpo humano que constituye
un area total de 2 m? aproximadamente. Como 6rgano externo se encuentra expuesto a
muchos agentes nocivos que lo dafian a nivel celular. El sol puede proporcionarnos
energia, pero una exposicion prolongada es nocivo para la piel, la cual experimenta
envejecimiento prematuro y/o cancer [54].

El cancer de piel es un proceso maligno comin, como lo son el melanoma y
canceres no melanémicos, principalmente el carcinoma basocelular (CBC), y carcinoma
de células escamosas. EI CBC representa aproximadamente entre un 70% a un 80% de
los canceres cutaneos no melanoma, en la poblacion de piel blanca y su tasa de incidencia
se ha incrementado un 20% en las Gltimas 2 decadas. El cancer de piel afecta una de cinco

personas en algin momento de su vida [55, 56.].

2.1.5.1 Cancer de piel tipo Carcinoma Basocelular

El cancer es el resultado de la falta de control de la reproduccion celular en un tejido
en el que, previa intervencion de factores etiol6gicos sobre una o varias células, éstas se
reproducen sin regulacion ni finalidad, de forma auténoma, anarquica e irrefrenable
aunque cese el estimulo causal, acompafiandose de pérdida de la apoptosis. Aparece asi
un nuevo tejido, patoldgico, distinto del normal, con tendencia a expandirse localmente
[57]. El carcinoma basocelular es un tumor maligno de origen epitelial y su origen son
las células epidérmicas de los foliculos pilosos o las células basales de la epidermis. Es
cinco veces mas comudn que el carcinoma escamo-celular, se caracteriza por un
crecimiento lento y aunque rara vez produce metéastasis, tiene capacidad destructora local
[58].

Algunos medicamentos, tales como el Imiquimod y el 5-fluorouracilo (5-FU) que
se usan para el tratamiento de CBC son hidrofobos. Se ha reportado que estos
medicamentos resultan ser un tratamiento curativo eficaz en ciertos casos de carcinoma
de células basales. Sin embargo, su baja solubilidad y biodisponibilidad hacen que sean
dificiles para un uso practico [59-61].

2.1.5.2 Nanotecnologia en el tratamiento del cancer
Como se ha establecido anteriormente, el avance de la nanotecnologia en la Gltima

década ha impulsado el desarrollo de numerosas aplicaciones médicas; pero ninguna tan
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prometedora como la del uso de nanoparticulas dirigidas para mejorar el tratamiento del
cancer. Debido principalmente a que la hidrofobicidad de los principios activos impide la
correcta circulacion de estos compuestos por la sangre, disminuyendo considerablemente
su biodisponibilidad y aumentando el nimero de dosis requeridas para el paciente, con la
ayuda de las nanoparticulas esto puede mejorarse [2, 62]. Ademas, estos farmacos no son
especificos, es decir, su mecanismo de accion es incapaz de discernir las diferencias
existentes entre células sanas y células cancerosas, provocando en muchos casos dafios
irreversibles en tejidos y 6rganos sanos [62]. Una posible solucidn a este problema es el
disefio de sistemas capaces de incorporar el farmaco en su interior con el objetivo de
aumentar el tiempo de circulacion en sangre y protegerlo de la degradacidn enzimatica
[2]. En la Figura 5 se muestra un esquema del interior de estos sistemas de tamafio

nanomeétrico.
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Figura 5. Esquema de la estructura interna de un tipo de nanosistema funcionalizado [2].

Por esto, la nanotecnologia en el area médica se ha encargado de desarrollar y mejorar
los sistemas de deteccion y entrega de farmacos dirigidos especificamente a células
cancerigenas o tumorales, lograndose por medio de la observacion de los cambios y
variaciones de las propiedades que sufren este tipo de células (como la permeabilidad,
retencion y la actividad metabdlica) diferenciandolas fisicoquimicamente de las células
sanas con el fin de mantener a estas Gltimas intactas [63].

Se ha demostrado que la encapsulacion de ingredientes activos farmaceuticos en
micelas puede disminuir la extravasacion o difusion del farmaco en tejidos normales y
puede proveer una fijacion pasiva del principio activo a tumores por medio del efecto de

permeabilidad y retencion potencializada (EPR, por sus siglas en inglés, enhanced
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permeability and retention effect) [63, 64]. La EPR es debido a que hay una alta
permeabilidad anormal en vasos sanguineos tumorales combinada con la circulacion
prolongada de las micelas debido a la disminucidn de extravasacion en vasos sanguineos
sanos, como se representa en el esquema de la Figura 6. Ademas, el rapido crecimiento
del tumor crea un drenaje linfatico pobre y los nanosistemas quedan atrapados en el
microambiente tumoral [2, 49, 63, 64]. La incorporacion de los farmacos, por ejemplo,
en micelas Pluronic® puede aumentar la solubilidad, estabilidad y biodistribucién, al

mismo tiempo que mejora la farmacocinética [65-68].

Vehiculizacion pasiva Vehiculizacion activa

9 Sistema sin funcionalizar

0 Sistema funcionalizado

Figura 6. Esquemas de tipos de vehiculizacion de los sistemas a la diana de accion [2, 49].

2.1.5.3 Envejecimiento de la piel

Si la teoria de los radicales libres del envejecimiento es cierta, este estara presente
a lo largo de toda la piel del cuerpo humano. Este 6rgano tiene la mayor carga de especies
reactivas de oxigeno (ROS) que cualquier otro 6rgano, y en muchos casos se puede
encontrar una clara correlacion entre las ROS originadas por de los agentes externos e
internos y un efecto pro-envejecimiento. Otra caracteristica de este 6rgano es que el
envejecimiento extrinseco afecta menos que el envejecimiento intrinseco. El
envejecimiento intrinseco se describe como un resultado de factores genéticos y los
cambios corporales que se producen/aparecen durante el proceso de envejecimiento
natural, mientras que el envejecimiento extrinseco se centra en el proceso de

envejecimiento acelerado por el medio ambiente [69]. El envejecimiento intrinseco
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conduce a un desgrase epidérmico, asi como de las capas de la dermis, volviéndose seca
y perdiendo gradualmente la funcion de servir como una primera barrera protectora contra
el medio ambiente. La piel va perdiendo la sensibilidad paulatinamente debido a la menor
produccion de hormonas sexuales y una disminucion del nimero de terminaciones
nerviosas. Por el contrario, si nos centramos en el envejecimiento extrinseco, parece que
la piel se hace mas gruesa y luego cambia su composicion. El envejecimiento extrinseco
es sinonimo de fotoenvejecimiento, como la radiacion UV que tiene consecuencias graves
para la piel expuesta [70]. En la dermis, la interrupcion de la matriz extracelular juega un
papel distinto que es cierto para el envejecimiento intrinseco, asi como para el extrinseco.
Los resultados son finas arrugas debido a la reduccion de colageno, fibras elasticas y
acido hialurénico [70]. La piel envejecida es susceptible a sequedad y picor generalizado,
infeccidn cutanea, trastornos autoinmunes, complicaciones vasculares y el aumento de
riesgo de malignidad cutanea. De hecho, la mayoria de las personas mayores de 65 afios
tienen al menos un trastorno de la piel, y muchos tienen dos 0 mas debido a la exposicién
continua de factores intrinsecos y extrinsecos a lo largo de la vida [69].

La radiacion ultravioleta (UV) conduce principalmente a la génesis de ROS que son
a su vez los principales contribuyentes al envejecimiento de la piel. Para subrayar la
importancia de la radiacion UV y la formacion de ROS resultante en el proceso de
envejecimiento de la piel, se ha creado el término "fotoenvejecimiento™. La produccién
de ROS se debe principalmente a los rayos ultravioleta A (UVA), en el rango de 320-400
nm del espectro. Esta radiacion comprende el mayor espectro de la radiacion UV solar
(90-95%) y se considera como el "rayo de envejecimiento”. Los rayos UVA pueden
penetrar la piel hasta una profundidad de aproximadamente 1,000 pum, esto es, penetran
mas profundamente en la epidermis y la dermis de la piel que los otros rayos UV. Se ha
demostrado que la amplia exposicion los rayos UVA puede conducir a la formacion de
tumores benignos, asi como canceres malignos. Los rayos ultravioleta B (UVB) que
corresponden al rango (280-320 nm) del espectro constituyen aproximadamente el 5% de
la radiaciéon solar total UV y es principalmente responsable de una variedad de
enfermedades de la piel incluyendo, el cancer tipo melanébmico y no melanémico. La
radiacién UVB puede penetrar la piel hasta una profundidad de aproximadamente 160-
180 um atravesando toda la capa de la epidermis y penetrando parte de la dermis en la
piel humana (grosor desde 0.5 mm hasta 4 mm aproximadamente). Ambos rayos UVA 'y

UVB contribuyen al fotoenvejecimiento [71, 72].
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Para manejar estas fuentes de ROS, la piel ha desarrollado mecanismos
antioxidantes sofisticados que son especificos de la piel. Los antioxidantes son moléculas
que retardan o inhiben significativamente la oxidacién de un sustrato oxidable, esto
significa que cesan las reacciones en cadena destructivas iniciadas por ROS[73]. La
mayoria de los antioxidantes muestran una concentracién mas alta en la epidermis que en
la dermis. Esto se correlaciona bien con el hecho de que la carga de ROS es mayor en la
epidermis que en la dermis [74].

La coenzima Q10 (CoQ10) es un antioxidante conocido por su influencia
beneficiosa en la cadena de transporte electronico mitocondrial. La ubiquinona se reduce
a ubisemiquinona y ubiquinol en complejo | y Il respectivamente de esta cadena y se
oxida de nuevo a la ubiquinona en el complejo IIl. Debido a esta contribucién
significativa a la cadena de transporte de electrones, la ubiquinona ha sido descrita como
un potente antioxidante. El ubiquinol o forma reducida de la coenzima Q10 (CoQ10-H2),
es soluble en lipidos, es un interruptor de cadena de la peroxidacién lipidica por lo que
protege a los lipidos de la peroxidacion; en comparacion con las vitaminas C y E, la
ubiquinona parece ser ineficaz en la fotoproteccion [70].

Un tratamiento para la piel envejecida y fotodafiada puede consistir de una
combinacidn de varios antioxidantes como Resveratrol, Baicalina y Vitamina E que son
parcialmente suficientes para lidiar contra la accion de los ROS en la piel de acuerdo a
estudios reportados en la literatura [75].

El Resveratrol restaura al glutation® lo que conduce a la mejora de la salud cutanea.
El glutation tiene un papel importante en el metabolismo de los nutrientes y la regulacion
de procesos celulares como apoptosis celular, proliferacion celular, produccion de
citoquinas, respuesta inmune, expresion génica, sintesis de ADN y proteinas, por
mencionar las méas representativas [73, 76, 77].

Ademas, la combinacion de CoQ10 con nanoparticulas (cuya funcion es mejorar la
permeabilidad) parece tener un efecto favorable sobre piel [78, 79]. Algunas sustancias
adicionales parecen tener un efecto positivo sobre la apariencia cutanea,
fundamentalmente en la epidermis. Un efecto favorable sobre la piel envejecida puede
lograrse mediante el tratamiento con antioxidantes como CoQ10 solamente si se preserva

el nivel de ROS originales de las células sanas [80].

®El glutation es el antioxidante principal del organismo que incluso ha sido denominado “el
antioxidante maestro”. Tripéptido que se encuentra dentro de cada célula del cuerpo.
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2.2 Planteamiento del Proyecto
2.2.1 Justificacion

Cada vez son mas las nuevas formulaciones o procedimientos tecnologicos que
tratan de mejorar a los que se encuentran actualmente en el mercado farmacéutico,
constituyendo una de los retos mas transcendentales en el desarrollo e investigacion de
las formas farmacéuticas. Las tecnologias de sistemas farmaco-liberadores a menudo han
demostrado ser populares entre las tecnologias de administracion controlada de
ingredientes activos farmacéuticos debido a la estabilidad de los componentes.

Las formas convencionales de administracion de farmacos proporcionan una
concentracion en el plasma del principio activo, de forma que sus niveles crecen
rapidamente y luego decaen a medida que éste es metabolizado, necesitdndose
dosificaciones repetidas que en el mejor de los casos incomodan al paciente o en el peor
lo intoxican, una manera de prevenirlo es prolongar el margen terapéutico por medio de
nanosistemas. El nanoencapsulamiento de ingredientes activos farmacéuticos presenta
varias ventajas sobre los sistemas convencionales como; el incremento de la solubilidad
aparente de los medicamentos, aumento de la biodisponibilidad, la mejora de la
penetracion de sustancias a través de barreras bioldgicas [81]. Los nanosistemas han
hecho que el desarrollo de productos de liberacion controlada sea mucho mas facil que
antes, mejorando la viabilidad de suministrar una amplia variedad de farmacos con
diferentes propiedades fisicoquimicas y biofarmacéuticas, aunado a la capacidad de
encapsular el principio activo para ser liberado a condiciones muy especificas y
preparados con materiales biocompatibles.

A pesar de los progresos en el ambito de la administracion controlada de
ingredientes activos farmacéuticos en los Gltimos afios, se continta invirtiendo grandes
esfuerzos a la formulacién de compuestos poco solubles en agua dentro de sistemas de
liberacion controlada con el fin de mejorar sus propiedades farmacoldgicas. EI P123 ha
demostrado caracteristicas favorables para estos propoésitos; no obstante, el control
eficiente de la liberacion de farmacos de este sistema todavia se estd explorando.
Alternativamente, de buscar un método para modificar la dosificacion terapéutica de
farmacos en el P123, esta la conjugacion con polimeros de PVP y PEG.

Partiendo de lo anterior, el presente trabajo de investigacion, tiene como propasito
disefiar un sistema de liberacion controlada capaz de responder al estimulo de la
temperatura cutanea y cuyos componentes sean biocompatibles. Preparar esta

formulacién para proporcionar alternativas para el tratamiento de CBC por medio de la
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encapsulacion de diferentes principios activos utilizando nanosistemas poliméricos para
ser liberados localmente de forma controlada en el sitio afectado, de tal forma que se
reduzca la posibilidad de aparicion de efectos negativos ocasionados por los ingredientes
activos farmacéuticos. Asi como también, adicionar otra practica para el tratamiento del
envejecimiento cutaneo por medio de la conservacion y liberacion prolongada de

antioxidantes.

2.2.2 Objetivo general

Desarrollar un sistema de liberacion prolongada de farmacos por medio de
nanoparticulas poliméricas de base Pluronic® P123y probarlos in vitro, en condiciones
de la piel, con diferentes ingredientes activos farmacéuticos modelo generalmente

aplicados para el tratamiento de carcinoma basocelular y el envejecimiento cutaneo.

2.2.3 Objetivos Especificos

— Preparacion de nanosistemas poliméricos de base Pluronic® P123 con mezclas de
PVP y PEG que funcionen como transportadores y encapsulamiento de ingredientes
activos farmacéuticos poco solubles en agua.

— Seleccionar un método de cargado para la incubacién de los farmacos antioxidantes
(Resveratrol y Q10), y para el tratamiento del carcinoma basocelular (Imiquimod y 5-
FU) en los sistemas preparados, partiendo de pruebas con la Indometacina que es un
antinflamatorio y una molécula modelo por su gran estabilidad y manejabilidad.

— Estudio de la morfologia de los sistemas formulados sin carga por medio del
microscopio electronico de transmision de alta resolucién (HRTEM, por sus siglas en
inglés) y para los sistemas cargados con farmaco por medio del microscopio
electronico de barrido (SEM, por sus siglas en inglés), para conocer tamafios y formas
de los sistemas, asi como sus diferencias entre sistemas con y sin carga de principio
activo.

— Caracterizacion por medio del equipo de dispersion de luz dindmica (DLS, por sus
siglas en inglés) de los sistemas preparados durante 26 h para observar la estabilidad
de las particulas preparadas y de los sistemas cargados con farmaco para determinar

tamafios de particulas y carga superficial, esto es, potencial Zeta.
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— Obtencion los perfiles de liberacion de los diferentes ingredientes activos
farmacéuticos incubados en los sistemas via in vitro a condiciones cutaneas
(temperatura, pH, medio PBS).

— Estudios de Bioensayos con Escherichia coli (E. coli) de los sistemas preparados
como confirmacion de la no toxicidad de los mismos, asi como de los sistemas con
carga de farmaco para corroborar que la actividad farmacoldgica de los principios
activos no se perdid durante los procesos de incubacion.

— Evaluacion de la estabilidad de los sistemas poliméricos con y sin carga en suspension

durante 24 horas por medio del equipo TurbiscanLab®

2.2.4 Hipétesis

Se prepararan nanogeles de base Pluronic® P123, con mezclas fisicas de PVP y/o
PEG, que presentaran propiedades mejores o similares a su base, de transporte y
encapsulamiento de principios activos. Es probable que la relacion entre el recubrimiento
de la micela P123 con PVP o PEG sea directamente proporcional con respecto al tiempo
de liberacion, al retener por mas tiempo el principio activo dentro del sistema. Lo anterior
haria que los nanogeles exhiban un mejor perfil de liberacidn de farmacos modelo como
los utilizados para el tratamiento de CBC (Imiquimod y 5-FU) y para el envejecimiento
cutaneo (Resveratrol, CoQ10), que la base sin modificar. De forma similar a la base, los

sistemas no mostraran toxicidad primaria.
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CAPITULO IIl. Desarrollo Experimental

3.1 Materiales y reactivos

Todos los reactivos y disolventes utilizados en el estudio fueron suministrados por
Sigma-Aldrich (pureza del 98% o superior), y se manejaron tal como se recibieron,
principalmente polietilenglicol (PEG) promedio Mn 10,000 Da Nimero CAS 25322-68-
3, Pluronic® P123 (P123) promedio Mn 5,800 Da Numero CAS 9003-11-6, poli-N-
vinilpirrolidona (PVP) promedio Mn 40,000 Da Numero CAS 9003-39-8. Todos los
demas reactivos fueron de grado analitico; esto incluye a los farmacos modelos: 5-

fluorouracilo, Imiquimod, Resveratrol, CoQ10 e Indometacina.

3.1.1 Polimeros
a) Pluronic P123

La nanotecnologia basada en polimeros ha abierto una &rea importante para la
farmacologia, incluyendo elementos como micelas poliméricas, complejos de polimero-
ADN, nanogeles, entre otros. De estos ejemplos los que presentan un gran potencial son
los copolimeros en bloques o poloxdmeros comercialmente llamados Pluronic® como
una nanoplataforma para la administracion del farmaco.

El Pluronic® P123 consiste en arreglos simétricos tribloques de polietilenoxido
(PEO) hidrofilico y polipropilenéxido (PPO), de estructura PEO-PPO-PEO [64]. Debido
a su caracteristica de poseer uno o varios grupos hidrofilicos, estos copolimeros pueden
interactuar con membranas bioldgicas, potencialmente es capaz de construir diversas
agregaciones en un medio polar [67]. EI P123 presenta una gran estabilidad en términos
de concentracion micelar critica debido al caracter altamente hidréfobo del PPO, ésta
propiedad es importante debido a que valores altos de concentracion micelar critica’
aumentan la probabilidad de disociacion de la micelas [68]. El nlcleo de PPO representa
un sitio de carga para la incorporacion de agentes terapéuticos como farmacos hidrofobos.
La capa de PEO protege al principio activo y disminuye las interacciones indeseadas del
mismo con células y proteinas. Al mismo tiempo, se ha observado que las formas
modificadas de P123 solas y/o mezcladas con otros polimeros tienen efectos menos

toxicos y méas suministro especifico de farmacos contra el cancer [82].

"Concentracién minima de surfactante a partir de la cual se forman micelas espontaneamente en
una disolucion.
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b) Poli-N-vinilpirrolidona (PVP)

Polimero hidrofilico de férmula quimica (CeHgNO)n; que por si mismo tiene la
ventaja de una alta temperatura de transicion vitrea® lo que aumenta su estabilidad a largo
plazo en dispersion solida, sobre todo es altamente soluble en agua y mejora la liberacion
de ingredientes farmacéuticos activos. Sin embargo, su mayor desventaja en cuanto a la
estabilidad a largo plazo es su alta higroscopia; las dispersiones solidas formuladas con
PVP pueden absorber grandes cantidades de agua de la atmdsfera, lo cual puede actuar
como plastificante. El agua absorbida puede inducir también a una fase amorfa de
separacion o recristalizacion de los ingredientes farmacéuticos activos [83]. EI PVP es
comunmente seleccionado como un compuesto polimérico modelo debido a su
biocompatibilidad y su comportamiento termo-sensible, posee excelentes propiedades
termo-fisicas lo cual lo vuelve muy (til para la industria farmacéutica y cosmética. Dentro
de los usos comunes para el PVP se pueden mencionar la proteccion de cultivos, sustituto
de plasma sanguineo, prolongacion de la accion del principio activo, produccién de
detergentes, produccion de acero, en la industria eléctrica y ampliamente usado para la
sintesis de hidrogeles [84].

Ademas, el polimero PVP puede también emplearse como crioprotector y
lioprotector, encontrandose que el PVP es el inhibidor mas eficaz de la cristalizacion de
farmacos durante el almacenamiento. A menor temperatura de almacenamiento, a 4 °C
por ejemplo, puede aumentar significativamente el tiempo de induccién de la

cristalizacion de los farmacos en los sistemas de matriz transdérmica [85].

c) Polietilenglicol (PEG)

La formula quimica es representada como H(OCH2-CH2)nOH. Este polimero es
no inmunogénico y presenta propiedades anfifilicas o anfipaticas y neutras [86], tiene una
amplia disponibilidad, bajo precio, no toxicidad (se requiere DL50° 50 g/kg para ser letal),
su biodegradabilidad y alta solubilidad en agua (soluble en organicos como tolueno o
diclorometano e insoluble en hidrocarburos alifaticos) evita que se acumule en los tejidos
del cuerpo, y se puede descargar desde el cuerpo rapidamente sin efectos secundarios
toxicos [87]. Los compuestos de PEG se han utilizado en diversas areas de la cosmética

como antiagregante y/o plastificante; en la industria farmacéutica como un surfactante no

8Temperatura a la cual el material cambia su conformacion amorfa por un mayor ordenamiento de
sus cadenas internas.
° DL50 es la cantidad de una sustancia que provoca el 50% de la muerte de un grupo expuesto a ella.
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ibnico en la fabricacion de comprimidos, y como aditivo en productos alimenticios
actuando como estabilizador [88]. Algunas mezclas de bloques PEG con otros polimeros
como por ejemplo, PEG combinando con acido polilactico-co-glicolico (PLGA) generan
copolimeros PEG-PLGA, los cuales han sido aprobados por la Food and Drug
Administration (FDA) debido a su excelente biodegradabilidad y biocompatibilidad [88].

Para reducir la interaccion de los nanotransportadores con las proteinas del suero y
extender el tiempo de circulacion, la superficie del nanotransportador a menudo se
modifica con polimeros inertes de caracter anfipatico, tales como PEG. El revestimiento
Optimo para una larga circulacion sanguinea debe incluir cadenas poliméricas de PEG de
2 a 5 kDa [26].

A pesar de que PEG presenta regularmente problemas de estabilidad a altas
concentraciones de farmaco (superiores al 20 %P en peso de farmaco/PEG) que conduce
a la cristalizacion, puede ser estabilizado con PVP, ya que tiene una alta temperatura de
transicion de vidrio (150-180 °C), que se reduce cuando se combina con PEG, lo que
aumenta su aplicacion como un portador [89-91]. Tanto los polimeros PEG y PVP tienen
una excelente solubilidad, estabilidad quimica, capacidad de conformacién de pelicula, y
biocompatibilidad que los hacen excelentes candidatos para la administracion de
ingredientes activos farmacéuticos. Un beneficio adicional de la mezcla de estos
polimeros como nanotransportadores es el apoyo en la solubilidad de principios activos

hidrofobos que representan 40% de los medicamentos farmacéuticos [92, 93].

3.1.2 Farmacos de uso cutaneo
a) Indometacina

La Indometacina es un antinflamatorio. Polvo cristalino de color blanco o amarillo,
practicamente insoluble en agua, bastante soluble en alcohol (50 mg/mL). Se emplea en
procesos inflamatorios posteriores a intervenciones ortopédicas, en sindrome
dismenorreico y amenaza de parto prematuro. La Indometacina es un farmaco de Clase
111° utilizado en el tratamiento de la artritis reumatoide y otras enfermedades de las
articulaciones [94]. La indometacina interactia con PVP en dispersiones sélidas a traves

de enlaces de hidrégeno formados entre el hidroxilo del farmaco y el polimero de

19De acuerdo al Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica los farmacos de baja solubilidad y alta
permeabilidad pertenecen a la Clase 11.
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carbonilo, resultando en la ruptura de dimeros de Indometacina [95]. Se seleccioné como

molécula modelo por su estabilidad a condiciones ambiente y facil manejo.

b) L-Metionina

La L-Metionina es un aminoacido proteinogénico®! hidréfobo y lipotropico®. Es
uno de los aminoacidos esenciales y no sintetizado por el organismo requiriéndose una
ingesta del aminoacido. La metionina es utilizada en el organismo para producir una
variedad de proteinas[96], por otra parte en su estructura contiene azufre auxiliar en la
excrecion de metales pesados. lgualmente, se ha encontrado que posee actividad
hepatoprotectora [97] aunado al apoyo en reduccion del nivel de histaminas inflamatorias
en el cuerpo [98, 99]. La metionina es esencial para la formacion de coldgeno consumido
para formar piel, uiias y tejido conectivo.

Un estudio demostro que los residuos de la metionina actian como antioxidantes
enddgenos dentro del cuerpo al proteger regiones criticas de proteinas que contienen
metionina [100, 101].

c) Resveratrol

El Resveratrol es un compuesto polifendlico de origen natural, que ha recibido
mucha atencion en los ultimos afios debido a sus propiedades como un potente
antioxidante, un modulador de la expresion genética a través de la transduccion de
sefiales, un inhibidor de mediadores inflamatorios, y su capacidad para activar los
receptores de estrégeno. Este antioxidante puede encontrarse en las uvas rojas y vinos en
cantidades que va desde 0.5 a 10 mg/L [102]. El Resveratrol, cuando se aplica por via
topica ha demostrado tener fuertes propiedades anti-proliferativas y quimio-preventivas
contra la carcinogénesis de piel, asi mismo da una notable proteccion contra el dafio de la
piel por la exposicién a la radiacion UVB. Esta combinacion de propiedades bioldgicas y
efectos cosméticos hace al Resveratrol un candidato Unico anti-envejecimiento [103].

La biodisponibilidad oral de Resveratrol es pobre, lo que lleva a un efecto
irrelevante in vivo con la administracion oral en comparacion con su potente eficacia in
vitro. El Resveratrol presenta una vida media corta de 8 a 14 min y se metaboliza

ampliamente en el cuerpo [104, 105]. Asi pues, el uso tépico parece tener un bajo riesgo

1 Aminoécidos proteinogénicos son aquellos que forman parte de las proteinas y que estan
codificados en el material genético.
125ystancia que favorece el metabolismo hepético de los lipidos.
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y los beneficios son potenciales. Los derivados sintéticos de Resveratrol pueden permitir
aplicaciones mas especificas, aunque la forma nativa es con frecuencia mas potente en la
capacidad de absorcion de radicales libres que las vitaminas antioxidantes y derivados
actualmente usados [106].

Por consiguiente, es cada vez mas importante descubrir cémo mejorar la
biodisponibilidad y bloquear el metabolismo del Resveratrol. La permeabilidad de
Resveratrol a través de la piel es una alternativa atractiva a la administracion oral tanto

para aplicaciones tdpicas y transdérmicas.

d) Coenzima Q10

La coenzima Q10 es un importante compuesto lipofilico de baja biodisponibilidad
(la mayoria de CoQ10 a partir de fuentes comerciales es soluble en lipidos), antioxidante
y efecto anti-apoptéticos producido por el cuerpo. La cantidad de CoQ10 en la piel
disminuye con la edad; se ha encontrado que la aplicacién topica de esta sustancia a la
piel humana puede ser eficaz para reducir la profundidad de las arrugas, asi como para
proteger la piel del dafio por radicales libres, la inflamacion y envejecimiento prematuro
causado por exposicion al sol [107].

La solubilidad en agua de la CoQ10 es pobre y en muchos casos nula debido a que
es una molécula cristalina altamente hidrofdbica y esto se ve afectado al utilizarla como
suplemento alimenticio. Para ello es necesario encontrar compuestos de recubrimiento

que puedan favorecer la mejora de la solubilidad de la misma.

e) 5-Fluorouracilo

El principio activo farmacéutico 5-Fluorouracilo (5-FU), fue uno de los primeros
farmacos utilizados en oncologia. Perteneciente a la familia de las pirimidinas el 5-
fluorouracilo es el agente anticancerigeno de aplicacion tdépica mas ampliamente
estudiado y utilizado, ha sido aprobado por la FDA para su aplicacién como tratamiento
antitumoral, su estructura molecular es como la del uracilo pero con un hidrogeno
sustituido por un atomo de fltor [108].

Al ser un antimetabolito® inhibe la sintesis de la timidilato sintetasa, a la vez que
por ser muy similar a la timina puede intercalarse con los nucle6tidos y asi interferir en

la sintesis del ARN y ADN y como consecuencia provoca fallas en la division y

13Sustancia que reemplaza, inhibe o compite con un metabolito especifico, esto es, con cualquier
producto derivado de los procesos quimicos corporales (metabolismo).
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crecimiento celular causando muerte celular. Como una alternativa a las cirugias se ha

utilizado la aplicacion tépica de 5-fluorouracilo, para tratamiento de CBC [109, 110].

f) Imiquimod

Imiquimod es un farmaco inmunoestimulante aprobado en 1997 por la FDA, para
el tratamiento de verrugas genitales externas y perianales. En 2004 su uso se ha extendido
para el tratamiento de enfermedades de la piel neoplasicas, tales como la queratosis
actinica y el CBC superficial y como adyuvante!* para la vacunacion [111].

El Imiquimod es una amina imidazoquinolina modificadora de la respuesta
inmunitaria, que estimula la inmunidad celular innata y adquirida, ejerce su actividad a
través de la union a los receptores, que participan en la respuesta del sistema inmune
innato [112, 113]. Presentando los antigenos a los linfocitos T memoria. La actividad
antitumoral esta dada por la disminucidn de la proliferacion celular y un incremento en la
expresion de TIMP-1 (inhibidor de la angiogénesis, que es el proceso fisioldgico que
consiste en la formacion de vasos sanguineos nuevos a partir de los vasos preexistentes),

asi como un incremento de la susceptibilidad de los signos proapoptoticos [112].

3.1.3 Cepa bacteriana Escherichia coli

Las cepas de Escherichia coli (E. coli), empleadas en este trabajo para las pruebas
de bioensayos de los nanosistemas poliméricos con y sin carga de farmaco son la TOP10
E. coli, de la marca Invitrogen® No. C4040-10; que fueron cultivadas normalmente en
medio de cultivo LB en una incubadora a 32 °C (para simular la temperatura de la piel)
con agitacién continua a 100 rpm.

Las bacterias E. coli son gram-negativas, en forma de bacilos del tipo anaerébico
facultativo y pertenecen a la familia Enterobacteriaceae. Esta bacteria es un habitante
comdun en los intestinos de todos los animales, incluyendo el de los humanos y es quizas
el organismo procarionte méas estudiado por el ser humano, se trata de una bacteria
unicelular que, junto con otras bacterias son necesarias para el funcionamiento correcto

del proceso digestivo.

14os adyuvantes son sustancias o preparados quimicos que, incorporados al antigeno o inyectados
simultadneamente con él, hacen mas efectiva la respuesta inmune.
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3.1.4 Medios de cultivo y soluciones

Para cultivar las bacterias en el laboratorio se deben satisfacer todos los
requerimientos fisicos y de nutrientes del microorganismo que se requiere que crezca.
Los medios de cultivo so6lidos, medios en agar, son descritos en la Tabla 4, o liquidos,
medios en caldo, descritos en la Tabla 5, proporcionan los nutrientes necesarios para el
crecimiento de los microorganismos. Para llevar a cabo los experimentos realizados en

este trabajo se han utilizado los siguientes medios de cultivo y soluciones:

I. Agar Luria-Bertani

El agar Luria-Bertani (LB) se utiliz6 como medio de cultivo y mantenimiento de
cepas recombinantes de E. coli que generalmente son usadas para estudios moleculares y
genéticos. Para el caso de estudios de bioensayo, el agar fue empleado para realizar el
conteo de numero bacteriano, ademas de una primera prueba cualitativa para los
nanosistemas poliméricos sin cargar. Para hacer la preparacion se disolvieron los
reactivos en 0.5 L de agua desionizada; luego se esteriliz6 en autoclave a 121 °C durante

15 minutos. En la Tabla 4 se muestra la composicion del agar LB.

Tabla 4. Composicién del agar LB

Reactivo Cantidad |

Triptona 10¢g
Extracto de Levadura 59
NaCl 50

Agar 129

Il. Caldo Luria-Bertani

El caldo de Luria-Bertani (LB) se utilizé para el mantenimiento y la propagacion
de la bacteria E. coli. El caldo LB sirvié como medio para el crecimiento bacteriano para
los estudios de bioensayo con los sistemas poliméricos con y sin carga. La cepa E. coli
crece mas rapido en caldo LB por la levadura de triptona y factores de crecimiento
esenciales para este tipo de bacteria. El caldo LB dispone de electrolitos esenciales para
el transporte y el equilibrio osmatico, debido al componente cloruro de sodio.

Los siguientes reactivos fueron preparados en 1 L de agua desionizada y
posteriormente esterilizados en autoclave a 121 °C durante 15 minutos. La Tabla 5

muestra la composicion del caldo LB.
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Tabla 5. Composicién del caldo LB

Reactivo Cantidad \
Triptona 10¢
Extracto de Levadura 50
NaCl 59

I1l. Solucion PBS
La solucion tampdn o Solucion Salina Amortiguada por Fosfatos (PBS, por sus
siglas en inglés) constituye una solucién amortiguadora de pH comunmente utilizada para
procedimientos bioguimicos. Su osmolaridad y concentracion de iones (Cl', Na* y K*) es
muy semejante a la del liquido extracelular de los mamiferos. Esta solucion es isotdnica
y no-toxica para las células de los mamiferos. En la Tabla 6 se describe la composicion

amortiguadora PBS en 250 mL de solucion madre 10X.

Tabla 6. Composicién de la solucion tampon PBS

Reactivo Cantidad

Cloruro de sodio (NaCl) 20 g
Cloruro de potasio (KCI) 059
Dihidrogenofosfato de potasio (KH2PO,) 06g
Hidrogenofosfato de sodio (Na2HPO4) 3649

Ademas, esta solucién amortiguadora es recurrente utilizada como diluyente para
métodos de desecacion de biomoléculas, ya que las moléculas de agua presentes en PBS
se adhieren alrededor de la biomolécula permitiendo inmovilizarla a una superficie sélida.
Esta monocapa de agua evita que la biomolécula sea desnaturalizada (o sufra
modificaciones conformacionales) en el proceso de desecacion.

La solucion tampon PBS se empled como vehiculo neutro para células, ya que no
modifica el perfil de expresion y funcionamiento celular normal, por lo que se manejo

como medio en los estudios de farmaco-liberacion.

3.2 Métodos de preparacion
3.2.1 Preparacion de materiales nanopoliméricos
El material base y la primera muestra, del cual se partio en este estudio es el Pluronic

P123 (P1). Se prepararon dos muestras de mezclas fisicas con PVP y PEG como se
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describe a continuacion. La primera mezcla (P2) se prepar6 con una relacion en peso de
1:1 de P1 y PVP respectivamente y se disolvio en agua destilada. A continuacion, la
temperatura de la muestra se aumenté hasta 100 °C con una rampa de calentamiento de 5
°C min’, hasta que todo el agua se evapord. La segunda mezcla (P3) se prepar6 mediante
el mismo método, pero conteniendo P2 y PEG con una relacion en peso de 1:1, con una
relacion final de 1:1:2 de P123, PVP y PEG respectivamente considerando las

propiedades del material descrito en la seccion 2.1 materiales y métodos.

3.2.2 Curvas de calibracion de farmacos

Se realizaron curvas de calibracion para todos los ingredientes activos,
farmacéuticos y antioxidantes. Se prepararon soluciones en diferentes concentraciones de
farmaco en PBS para lograr este objetivo. Las caracteristicas son descritas en la Tabla 7,
y se determind la densidad O6ptica de cada una de las sustancias mediante un
espectrofotémetro UV-vis HACH DR 5,000. Los resultados se muestran en la Tabla 7
con sus respectivas longitudes de onda. Con estos valores se calculé el coeficiente de
extincion molar (€), cuya importancia radica en que a valores altos de este parametro en
una sustancia, mayor sera la absorbancia de ese compuesto y por lo tanto, mayor seréa la

sensibilidad del método que lo emplea.

Tabla 7. Longitud de onda?®, rango de dilucién y coeficiente de extincion® de farmacos.

Longitud de Concentraciones Coeficiente de extincion

FELEED onda nm mg/mL molar (M* cm?)

Inicial Final Inicial Final
Indometacina 267 0.02 0.87 7,643.3 947.67
L- Metionina 204 0.02 0.50 2,056.2 428.23
Resveratrol 253 0.02 2.15 9,097.2 258.22
Coenzima Q10 275 0.02 1.00 1,726.0 690.40
5-Fluorouracilo 265 0.02 0.06 12,727.0 4,920.50
Imiquimod 226 0.02 1.75 720.0 205.71

BLas longitudes de onda fueron tomadas de las hojas de seguridad de Sigma Aldrich y se
corroboraron con el espectrofotdmetro.
18_a capacidad que tiene una sustancia quimica para absorber cierta longitud de onda.
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3.2.3 Métodos de cargado para los nanosistemas poliméricos

Para seleccionar el método de carga que mejor se acoplara al nanosistema
polimérico preparado, se realizé un primer ensayo con P1 cargado con Indometacina de
tres diferentes procedimientos: a) cargado por placas, b) difusion sin liofilizar y c)
difusion con liofilizado.

El polimero y farmaco se disolvieron en dos soluciones por separado, en la primera
se disolvid el polimero en un medio acuoso con una concentracion de 10 mg/mL y en la
segunda se disolvid la Indometacina en 70% v/v de etanol-agua con una concentracion
final de 1 mg/mL del farmaco. Se prosiguio de la siguiente manera para cada uno de los

incisos posteriores.

a) Por placas: primero se mezclaron ambas soluciones anteriormente descritas. A
continuacién, se transfirié la solucion farmaco/polimero al sistema de
placas mediante una jeringa. El sistema consistio en dos placas de
vidrio que se mantuvieron unidas por abrazaderas metalicas. El
conjunto se colocd dentro de un horno durante 6 horas a 37 °C,
después se incrementd la temperatura desde 37 °C, en pasos de 5 °C
min, hasta que se alcanzé los 70 °C y se mantuvo asi por 12 h. Se
continuo con el estudio de farmaco-liberacion.

b) Difusion: sin liofilizar: una vez que se disolvieron las soluciones del farmaco y
el polimero, se mezclaron las soluciones y la disolucidn resultante
farmaco/polimero se dejo en agitacion a <100 rpm durante 24 h a
temperatura ambiente. Luego se continud con el perfil de liberacion
del farmaco.

c) Difusion: liofilizacién: cuando se disolvié la mezcla farmaco/polimero, se dejo6
en agitacion durante 24 h la solucion de farmaco/polimero a las
mismas condiciones que el inciso b). Después de 24 h, se afadi
sacarosa al 100 g/L como lioprotector para las estructuras poliméricas
y se dejé en agitacion durante toda la noche. Por dltimo, se liofilizé

por 24 h en el equipo Labconco-FreeZone 2.5 L.

En la seccion 2.2.4 se describe el procedimiento para la obtencidn de los perfiles de

liberacion del farmaco por el método de didlisis.
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3.2.4 Meétodo de carga y mecanismo de farmaco-liberacion

Se prepararon dos grupos de soluciones diferentes. EI primer conjunto consistio en
tres soluciones, cada una con un tipo diferente de formulacion (P1, P2 y P3) a una
concentracion de 10 mg/mL disuelto en agua destilada. EI segundo conjunto contiene las
soluciones de todos los farmacos hidréfobos utilizados, tomando como ejemplo (también
para la nomenclatura) al 5-FU, estos se disolvieron en 70% v/v de etanol-agua a una
concentracion de 1 mg/mL. Una vez que las soluciones, de cada una de las formulaciones,
se disolvieron completamente, se mezclaron con la solucion del farmaco, como por
ejemplo; F1 = P1 + 5-FU, F2 = P2 + 5-FU y F3 = P3 + 5-FU, manteniendo una agitacién
magnética moderada por 24 h a temperatura ambiente. EI mismo desarrollo se repiti6 para
todos los farmacos.

Posteriormente, a las soluciones se les afiadié 100 g/L de sacarosa como
lioprotector; después, se congelaron las muestras por 2 h a temperatura —20 °C y
enseguida se liofilizaron. La liofilizacion se realizd en un FreeZone 2.5 L Benchtop
Freeze Dry Sistema de Labconco [114].

El método por dialisis que fue empleado para la obtencién de perfiles de liberacion
del farmaco se describe a continuacion. Una vez liofilizadas las muestras cargadas con
farmaco, se colocaron en 7 mL de soluciéon PBS a pH 7.4, a temperatura ambiente. La
solucion resultante se vertio en 10 cm de tubo de dialisis Spectra/Pore con un corte de
12,000-14,000 Da. El tubo de membrana con la solucion en su interior, se dializé en PBS
a 32 °C (temperatura de la piel) con agitacion de 100 rpm [115].

Las primeras dos muestras (1 mL) se midieron a 15 y 30 min, y enseguida las
muestras fueron tomadas cada hora hasta que se obtuvo la liberacion completa del soluto.
La liberacion de farmacos fue seguida por espectroscopia UV-vis HACH DR 5000 a sus
respectivas longitudes de onda (Tabla 7) y con curvas de calibracién previamente
preparadas. La carga de soluto se calcul6 a partir de la cantidad de farmaco liberado una

vez que se observo la liberacion completa [116].

3.2.5 Bioensayos con E. coli

A los sistemas nanopoliméricos preparados (P1, P2 y P3), sin haber sido cargados,
se les realizaron dos estudios. El primer estudio se hizo con agar (cualitativamente) y
segundo con caldo nutritivo (cuantitativamente) donde se observé el comportamiento de

la bacteria E. coli con los diferentes sistemas preparados. El proposito del bioensayo para
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las formulaciones de polimeros cargados es determinar la eficacia de los medicamentos,
corroborar que durante el método de cargado no hayan perdido su funcionalidad, que
finalmente servira como la parte cuantitativa de la actividad farmacologica en las
condiciones utilizadas.

E. coli se inoculé en un medio LB para caldo o agar, segun corresponda, a 32 °C
(para ser probadas a las condiciones de la piel) con agitacion continua de 200 rpm a pH
7.4. Varios medios de crecimiento bacteriano se prepararon con E. coli, el primero fue el
blanco (sin nanopolimeros) que contenia Unicamente a la bacteria y los segundos con las
formulaciones polimericas despueés de liofilizar (seccion 2.2.3 ¢)) y esterilizados (P1, P2,
P3y por Gltimo los polimeros cargados con farmaco. Se tomaron alicuotas cada 2 h para
obtener la densidad Optica por espectroscopia UV-vis para cada muestra de caldo
bacteriano durante 50 h a A= 600 nm. Para los cultivos en agar, se incubaron las placas
durante 48 h a 32 °C.

3.3 Caracterizacion de los sistemas nanopoliméricos
3.3.1 Preparacion de muestras para HRTEM

La morfologia de las muestras poliméricas se caracteriz6 usando un microscopio
electronico de transmision de alta resolucién. Las muestras se prepararon a una
concentracion de polimero de 0.5 mg/mL en alcohol isopropilico usando disolventes de
calidad grado reactivo y se dispersaron por medio de bafio ultrasénico para evitar la
agregacion de particulas. A continuacion, se depositd una gota sobre rejilla de cobre
recubierta de carbono, seguido de eliminacion del exceso de disolvente utilizando papel
de filtro fino. A continuacion las muestras se analizaron en condiciones de 200 kV

utilizando un equipo JEOL JEM-2010, como el que se muestra en la Figura 7.

Figura 7. Fotografia del HRTEM
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3.3.2 Preparacion de muestras para SEM

Las muestras poliméricas cargadas se hidrataron con agua desionizada durante dos
dias para permitir que los geles alcanzaran el estado hinchado maximo. Posteriormente,
los geles hinchados se congelaron a —20 °C y posteriormente fueron liofilizados. Los
productos liofilizados se examinaron con un microscopio electrénico de barrido marca
Zeiss MA EVO 15 como se muestra en la Figura 8, para observar la morfologia de las
muestras. Las condiciones del equipo fueron una presion variable y un voltaje de
aceleracion de 15 kV. Las micrografias revelaron detalles de la morfologia de la
superficie de las nanaoparticulas poliméricas y su tamafio [117].

Figura 8. Fotografia del SEM

3.3.3 Dispersion de luz dindmica y potencial Zeta

El diametro hidrodinamico de los sistemas poliméricos con y sin carga de farmaco
se midié usando el equipo de DLS de HORIBA ZS100 que funciona con el principio de
la espectroscopia de correlacion de fotones. Las muestras se dispersaron en agua destilada
a una concentracion de 0.1 mg/mL. Se tomaron 2 mL de cada una de ellas colocandose
en una celda desechable de poliestireno y se expusieron al laser en un angulo de 90° para
obtener los perfiles de difraccion. Las mediciones de potencial Zeta se hicieron usando
electrodos de oro utilizando el mismo equipo de DLS de HORIBA ZS100 que se muestra
en la Figura 9. Todos los experimentos se realizaron por triplicado, pero en este caso, para
verificar la reproducibilidad de los resultados de la distribucion del tamafio y potencial

Zeta, fueron hechos por quintuplicado.
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Figura 9. Fotografia del DLS

3.3.4 Retrodispersion de luz por TurbiscanLab®

Para evaluar la estabilidad de la dispersion y fendmenos de aglomeracion de las
formulaciones poliméricas en el agua, el comportamiento de sedimentacion dependiente
del tiempo fue investigado por las mediciones del perfil de la transmisién utilizando un
equipo de TurbiscanLab® Formulaction que se muestra en la Figura 10. Los cambios que
pudieran ocurrir a nuestros nanogeles en términos de tamafio y concentracién, como
floculacion o coalescencia en condiciones reales se registraron. Este estudio se realizé
solo para los sistemas poliméricos libres de ingredientes activos farmacéuticos y para los
sistemas cargados con los principios activos mas representativos tales como; Imiquimod,
5-FU y Resveratrol. Estos resultados son una referencia para determinar la estabilidad de
todos los nanogeles cargados. Las formulaciones se introdujeron en una celda de vidrio
cilindrica (~ altura 38 mm) a 25 °C. El analisis de cada muestra se llevo a cabo cada 30

min durante 50 ciclos.

rorgulaction 7~ 'y i Formulaction

Smart scientific analysis

- TURBISCAN !#8

Figura 10. Fotografia del TurbiscanLab®
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CAPITULO IV. Resultados y Discusiones

4.1 Formulaciones de sistemas poliméricos

Las formulaciones preparadas y descritas en este trabajo difieren en los resultados
de los perfiles de apariencia, tamarfio y liberacion. En lo que se refiere a la apariencia, en
la Figura 11 puede observarse que P1 presenta un gel transparente, P2 mostr6 una
coloracion ambarina, y P3 mostr6 un producto de gel blanco.

Figura 11. Fotografia de los sistemas poliméricos preparados.

En los siguientes esquemas de la Figura 12, se propone la liberacion del principio
activo desde la matriz del sistema polimérico hacia el medio a través de varios
mecanismos, entre ellos la difusion a traves de la matriz del polimero, la liberacion del
farmaco, o la difusion a través de canales en la matriz del polimero (Figura 12, flechas
color rojo en la ultima ilustracion de cada inciso). De acuerdo a la literatura, la liberacién
al medio se produce principalmente a través de la difusion. El perfil de liberacion in vitro
de farmaco desde el sistema polimérico se ve afectado principalmente por su nacleo
hidrofobico interno. En estudios ya reportados se ha demostrado que el farmaco esta
atrapado fisicamente en el nacleo hidrofébico de las micelas y es lo que limita la

liberacion del principio activo [66].

(a) Sistema polimérico .

g 7Y '
E
L]
Sistema Sistema polimérico Liberacion del
polimérico cargado farmaco
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(b) Sistema polimérico

Sistema Sistema polimérico Liberacién del
polimérico cargado farmaco
(c) Sistema polimérico .

Sistema Sistema polimérico *  Liberacién del
polimérico cargado farmaco

Acotaciones
=i
Figura 12. Esquema de los sistemas poliméricos (lado izquierdo de cada figura) y mecanismo

(propuesto) de farmaco-liberacion en respuesta a la temperatura (lado derecho de cada figura).
(@)P1, (b)P2y (c)P3.

4.2 Morfologia por HRTEM
Una vez preparados los polimeros P1, P2 y P3 se caracterizaron por HRTEM vy se

obtuvieron una serie de micrografias que permitieron observar el tamafio y morfologia de
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los sistemas poliméricos. Asimismo, comprobada la formacion de las micelas base, se
caracterizaron por HRTEM a los tres sistemas poliméricos cargados con diferentes
ingredientes activos farmacéuticos. Se observo el cambio morfoldgico y se llevd a cabo

la comparacién de tamafio y morfologia antes y después del proceso de cargado.

4.2.1 Sistemas poliméricos libre de farmacos

Las micrografias de los nanogeles poliméricos sin cargar, en su estado hinchado,
muestran particulas semi-esféricas con forma irregular y tamafios inferiores a 200 nm
como puede observarse en la Figura 13. Asimismo, se observa que los nanogeles tienden
a unirse y formar aglomerados de mayor tamafio. La muestra P1 presento particulas semi-
esféricas de <30 nm de didmetro como se muestra en la Figura 13 (a-d). Asimismo, se
observo que la muestra P2 consiste de nanoparticulas de <50 nm de diametro, lo cual es
favorable para aplicaciones médicas especificas. La muestra de P3 mostré distribucion de

tamanio irregular de particulas con forma semi-esférica con diametros mayoritariamente

<100 nm como se muestra en Figura 13 (i-).

Figura 13. Micrografias de HRTEM a diferentes escalas donde se observan los sistemas
poliméricos de las muestras (a-d)P1, (e-h)P2 y (i-)P3.
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Cabe hacer notar que los tamafios de las particulas poliméricas preparadas son
adecuadas para las pruebas de liberacion de farmacos, puesto que en promedio mostraron
tamafios de diametro menores a 100 nm, por esta razén se les denomina como
nanosistemas poliméricos. Por otro lado, las particulas observadas en las micrografias
exhiben una tendencia a aglomerarse como es de esperarse debido a su bajo valor de

potencial Zeta, inferior a =5 mV (Tabla 8).

4.2.2 Polimeros cargados con Indometacina

En la Figura 14 se observa la morfologia de las particulas poliméricas cargadas con
Indometacina. Se puede observar una forma circular con tamafios que varian de 400 nm
a 1.5 um y que forman aglomerados mayores de 1 um. Para los sistemas poliméricos
cargado con Indometacina presentan la misma forma circular definida con tamafos
mayores a un micrémetro, sin mostrar aglomeraciones, ademas de que también se
observan algunos sistemas poliméricos dispersos. Los sistemas poliméricos cargados

muestran formas circulares mas definidos que los sistemas polimeros sin cargar.

Figura 14. Micrografias de HRTEM a diferentes escalas donde se observan los sistemas
poliméricos cargados con Indometacina (a-c)I1, (d-f)I2 y (g-i)I3.
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Los polimeros cargados de Indometacina tienen en su ndcleo un tono mas obscuro
que corresponde al principio hidr6fobo rodeado por una cobertura polimérica con un tono
maés claro, una especie de corona hidrofilica. En la literatura, se ha demostrado con
estudios de rayos X y calorimetria de barrido diferencial que el farmaco se encuentra
atrapado fisicamente en el nacleo hidrofébico de las micelas [66]. Por esta razon, las
micelas aumentan de tamafio. Sin embargo, no hay control sobre la cantidad de
ingrediente activo farmacéutico que estd atrapado en cada micela, y como resultado
encontramos variaciones en los tamafios. Es valido suponer que las particulas que
contienen mas del farmaco en el interior son mas grandes en comparacion con las que
contienen menos del principio activo.

Una caracteristica fisicoquimica de las mezclas de copolimero tribloque PEO2o-
PPO70-PEO20, (P123) es su tendencia a formar agregados por si mismos (como se muestra
en las Figura 13 (b) y (d), polimeros sin cargar). Ademaés de esto, es muy probable que
las soluciones de los ingredientes activos farmacéuticos promuevan la agregacion de las
particulas (como se muestra en la mayoria de las micrografias de polimeros cargados).
Un estudio ha revelado que un crecimiento en tamafio de agregado ocurre tanto a causa
de la incorporacion de hidrocarburos (PEG, PVP o inclusive podria ser el farmaco) a
P123, asi como el aumento en el nimero de moléculas de copolimero bloque por agregado
[118]. Como bien se demuestra en las micrografias de micelas cargadas y sus bajos

valores en potencial Zeta.

4.2.3 Polimeros cargados con 5-FU

HRTEM se utiliz6 para proporcionar informacién sobre la topografia de la
superficie de la muestra. En HRTEM, las gotitas de formulaciones micelares presentaron
esferas homogéneas observadas en la Figura 15. Las micelas formuladas cargadas estan
bien dispersadas con una ligera tendencia a aglomeraciones como el caso de la Figura 15
(c). Todas las micrografias presentaron forma esférica para las muestras analizadas.
Como se muestra en la Figura 12, se representd esquematicamente la posible organizacion
del copolimero P123 y sus mezclas con PVP y PEG. La envoltura exterior atribuida al
PEG o PVP hidrofilo en el copolimero P123, y el ndcleo interno deben referirse al PPO
hidrofobo, y el farmaco se disperso en las micelas poliméricas.

En la Figura 15 se observan diferentes tamafos de las particulas micelares, con una

forma esférica con una coloracién gris clara en el exterior, y en el interior se aprecia una



40

tonalidad gris oscuro. Algunas de las micrografias presentan pequefios granulos o

cumulos, lo que probablemente representa particulas del principio activo encapsulado.

Figura 15. Micrografias de HRTEM a diferentes escalas donde se observan los sistemas
poliméricos cargados con 5-FU (a-c)F1, (d-f)F2 y (g-i)F3.

Una cualidad favorable que le podemos percibir a la amplia distribucién de
didmetros de las particulas poliméricas, es que estas micelas se pueden posicionar en
diferentes capas epidérmicas, accediendo a una extensa area para la distribucion y entrega
del principio activo, de tal forma que, se comprenda mayor area de accion.

4.2.4 Polimeros cargados con Imiquimod

La morfologia de micelas cargadas con Imiquimod se examind utilizando HRTEM
y se muestra en la Figura 16; esta revel6 que las formulaciones eran de forma esférica con
buena dispersién de los sistemas D1 e D2, en cambio para D3 se observd una tendencia
a la aglomeracion. Esta dispersion se originG por el proceso de liofilizacién que
sobrellevaron las cadenas hidrofilicas de micelas, tales como el PEG expuesto a la

superficie de las particulas [26]. De acuerdo a la estructura de los sistemas podria inferirse



41

que las cadenas hidrofobas de PPO en P123 formaban el ndcleo micelar, con terminales
hidrofilos PEO, PVP y PEG de P123 en las formulaciones P1, P2 y P3 respectivamente,
que componen la corona hidrofilica y que son los responsables de la dispersion de las
particulas. Los resultados corroboraron que las formulaciones preparadas con mezclas de
mondmeros de PVP y PEG no tienen ningun efecto visible sobre la integridad de los
sistemas.

El tamafio promedio de los sistemas poliméricos sin carga de polimero es de 20, 50
y 100 nm para P1, P2 y P3, respectivamente. En comparacion con los sistemas
poliméricos cargados con tamafios méas grandes de 400 nm a 1.5 um, cabe indicar que las

particulas con tamario arriba de 100 nm se tomaron mas facilmente con TEM.

Figura 16. Micrografias de HRTEM a diferentes escalas donde se observan los sistemas
poliméricos cargados con Imiquimod (a-c)D1, (d-f)D2 y (g-i)D3

El didmetro promedio méas pequefio de los sistemas poliméricos sin cargar fue
cercano a 25 nm, aunque, la carga con farmaco en los sistemas poliméricos afect6
visiblemente su tamafio y distribucion de tamafio. EI aumento del tamafio promedio de
los sistemas poliméricos cargados podria interpretarse mediante la encapsulacion de los

ingredientes activos farmacéuticos dentro del sistema. Un posible beneficio de los
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sistemas poliméricos cargados aumenten tanto en tamafio en comparacion a los sistemas
sin cargar, es que al ser mas grandes las particulas cargadas estas se pueden quedar en las
partes superficiales de la piel mientras liberan gradualmente el principio activo. Por
consiguiente, al ir liberando el fArmaco el didmetro de la particula disminuye permitiendo
que se vaya infiltrando entre las capas cutaneas y asi se sostenga una mejor distribucion

de los ingredientes activos farmacéuticos.

4.3 Morfologia por SEM

El uso de SEM con presion variable ha permitido observar muestras no conductivas
e hidratadas durante periodos de tiempo limitados. Las muestras se pueden analizar a una
presion de camara mas alta (hasta 250 Pa) para evitar la carga superficial y mejorar la

resolucion de la imagen [117].

4.3.1 Polimeros cargados con Resveratrol y Q10
La Figura 17 muestra las micrografias de los nanogeles cargados (con Coenzima
Q10: Q1, Q2 y Q3; con Resveratrol: R1, R2 y R3), observandose esferas de distintos

tamafios, que van desde nanometros (marcados con flechas) hasta micrometros.

Figura 17. Micrografias de SEM de los sistemas poliméricos cargados con farmacos
antioxidantes. (a) Q1, (b) Q2, (c) Q3, (d) R1, (e) R2 y (f) R3.
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En las micrografias se perciben cambios significativos en las dimensiones de los
sistemas poliméricos cargadas en comparacion con los sistemas sin cargar. Se puede
observar que en las muestras cargadas hay una mayor cantidad de racimos, que consisten
de pequefias particulas poliméricas atribuidas a fendmenos de coalescencia durante la
preparacion de las muestras. Los sistemas poliméricos cargados con farmaco que mejor
se percibieron son aquellas de tamafios mayores a 2 pum.

Como se ha mencionado anteriormente, las diferencias de didmetros de las
particulas poliméricas, nos puede permitir situar los sistemas poliméricos en diferentes
niveles de las capas epidérmicas, conviniendo una amplia zona para la distribucion del

farmaco.

4.4 Curvas de calibracion

Las curvas de calibracion obtenidas para los farmacos se llevaron a cabo por medio
del espectrofotometro UV-vis HACH DR 5000 a sus correspondientes longitudes de onda
(Tabla 7). Las curvas se obtuvieron en varias disoluciones de farmaco en PBS (para
simular el liquido extracelular). Como se puede observar en la Figura 18 la tendencia de
las curvas es en su totalidad un comportamiento exponencial, esto es de esperarse debido
a que los principios activos son poco solubles en el medio, de modo que una adicion de
farmaco no necesariamente es un aumento proporcional en la densidad éptica.

Como se pudo observar todas las curvas presentaron un ajuste numérico®’. Esto es
probablemente debido a desviaciones instrumentales que ocurren en la zona de alta
absorbancia donde se producen desviaciones como consecuencia de que la luz que logra
pasar la muestra es casi nula y se confunde con el ruido de fondo. Del mismo modo,
pueden ocurrir desviaciones quimicas de la ley de Beer, producto de que las especies que
componen la muestra interactian de tal forma que cuando la especie absorbente esta
involucrada en una reaccion de equilibrio ocurre que por esta interaccion se desvia de la
linealidad, suceso que es muy comun a altas concentraciones.

La ley de Beer dice que una curva de calibracion de absorbancia versus la
concentracion de analito deberia ser una linea recta. A pesar de ello, en muchos casos, las
curvas de calibracion no son lineales. La limitacion fundamental a la ley de Beer se da

por dos argumentos. Primero, a mayores concentraciones, las particulas individuales de

1 Ajuste numérico: es un modelo matematico usado para aproximar la relacion de dependencia entre
variable.
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analito ya no se comportan independientemente entre si. La interaccién resultante entre

particulas de analito puede cambiar el valor del coeficiente de extincidn. Segundo, es que

los valores del coeficiente de extincion dependen del indice de refraccion de la muestra 'y

dado que el indice de refraccion varia con la concentracién del analito, los valores de los

coeficientes de extincion cambiaran. Para concentraciones suficientemente bajas de

analito, el indice de refraccion permanece esencialmente constante, y la curva de

calibracion es lineal.
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Figura 18. Curvas de calibracién para los farmacos: a) Indometacina, b) L-Metionina, c) Q10,
d) Resveratrol, e) 5-FU y f) Imiquimod. Recuadros de ajustes lineales.

4.5 Métodos de cargado de nanopolimeros

Un primer estudio se realiz6 para determinar que método de cargado para los
nanosistemas poliméricos es el méas favorable para el tipo de sistemas de este estudio.
Aunque, se utilizaron tres métodos distintos, en todos se implanto el farmaco en el ndcleo
hidrofdbico del sistema por el fenémeno de difusion y tomando el nanosistema P1 como
referencia al haber sido la base de los sistemas poliméricos preparados.

En la Figura 19 se muestra que a las primeras 5 h del estudio los perfiles de farmaco-
liberacion son muy similares entre ellos, siendo el método de cargado por platos el que
presentd una liberacion del farmaco ligeramente superior, seguido por el método de
difusion sin liofilizar y al Gltimo con liofilizado. EI método de cargado por platos ~7 h se
observé una diferencia cada vez mayor de la cantidad de farmaco liberado terminado a
las 20 h, a este tiempo también se acabd la liberacidn del farmaco el método de cargado
sin liofilizar con aproximadamente 22 %y 19 % respectivamente. Sin embargo, el método
de cargado por difusion con liofilizado continué la liberacion hasta las 60 h y con una
liberacion del principio activo farmacéutico de aproximadamente el 27 %.

El mejor método para cargar los sistemas poliméricos es el de difusion con
liofilizacion (Seccién 2.2.3 inciso ¢, para mayor descripcion de la técnica), debido a que
presentd una liberacion mas prolongada por aproximadamente 60 h y con mayor cantidad

del principio activo liberado con, que los otros dos métodos empleados.




46

w
o

—&— Por platos
—@— Sin liofilizado
—A— Con liofilizado

20

10 +

Farmaco-liberacion acumulada (%)

o
1

Tiempo (h)

Figura 19. Efecto del método de cargado en los sistemas poliméricos sobre la farmaco-
liberacién. Recuadro: acercamiento de las primeras 15 h de liberacion

Los resultados mostraron que un aumento de temperatura durante el proceso de
cargado de las nanoparticulas induce una disminucion en el grado de interaccion del

farmaco con la micela; esto puede ser util para las formulaciones de liberacién controlada.

4.6 Perfiles de farmaco-liberacion

Los perfiles de farmaco-liberacién se llevaron a cabo por el método de dilisis en
medio de la solucion amortiguadora PBS a temperatura de 32 °C (temperatura a la cual
se encuentra la piel humana) y con agitacion de 100 rpm.

4.6.1 Antiinflamatorio Indometacina

En la Figura 20 se muestra el comportamiento de liberacion de farmacos de los
polimeros cargados con Indometacina, los cuales se designan 11, 12 e 13. Se distingue que
durante la primera hora aproximadamente 6% del principio activo encapsulado fue
liberado. A las tres horas, se logré una liberacion de aproximadamente el 10% para las
tres muestras, observando que la liberacion del farmaco aument6 de manera exponencial

con respecto el tiempo, hasta que obtuvo una liberacion prolongada después de las seis
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horas de experimentacién con una liberacion entre 10% y 16%. Este grafico indicé un
comportamiento constante entre las 6 h y 35 h, liberando un porcentaje de ~18%. Al
mismo tiempo, se pudo apreciar que el polimero cargado 12 presenta la mejor liberacion
de los tres polimeros, con un 56% de liberacion de Indometacina durante un periodo de
tiempo de aproximadamente 53 h, seguido por I1 que tiene un patrén de liberacion similar
con un ligero desplome de la farmaco-liberacion en aproximadamente un 10% durante
las primeras 35 h, con una diferencia del ingrediente activo farmacéutico liberado en un
23% en 46 h frente a 12, dando una diferencia de liberacion de farmaco final de 27% a las
54 h con respecto a 12. Después de las 50 h se puede observar un impulso en el incremento
en la liberacion del farmaco efecto conocido como burst. Debajo de los polimeros 11 e 12
descritos anteriormente estan los valores observados para 13 que s6lo lograron una
liberacion del 15% a las 14 h.

No obstante, todos los polimeros presentaron una tasa de liberacion del principio
activo a través de la membrana de dialisis mas alta que el blanco (Indometacina pura, sin
ningun sistema nanopolimérico) que liberd solo el 11% en 11 h. Por consiguiente, se
puede afirmar que los sistemas poliméricos formulados lograron su proposito de liberar
mas principio activo y en un mayor periodo de tiempo que su contraparte el blanco.
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Figura 20. Perfiles de liberacion de los sistemas cargados con Indometacina 11, 12, 13; blancoy
curva de liberacién teérica. Recuadro: acercamiento de las primeras 15 h de liberacion.
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En resumen, con base en las mismas condiciones y parametros adoptados para este
estudio, los sistemas P1 y P2 fueron los que mostraron mejor perfil de liberacion
prolongado, siendo P2 el que liber6 una mayor cantidad de farmaco de estos dos sistemas.
P3 exhibio la cantidad de liberacion de principio activo mas pequefia y en menor tiempo.
En consecuencia, es posible afirmar que la adicion de PVP en el sistema base denominado
como P2 mejord el perfil de liberacion del farmaco.

Para los sistemas poliméricos cargados con Indometacina, se realiz6 una primera
aproximacion a un modelado matematico del perfil liberacion y la curva tetrica se
observa en la Figura 20 (Anexo A.1l). Asi mismo, se realizd un estudio de FT-IR

Unicamente para estos sistemas 11, 12 e 13 (Anexo A.2).

4.6.2 Antioxidantes. CoQ10, Resveratrol y L-metionina.

La farmaco-liberacién in vitro a partir de las formulaciones preparadas se realizo
por el méetodo de dialisis con solucién amortiguadora de PBS como medio de liberacién
igual que en las muestras anteriores y los resultados son presentados en la Figura 21.

El ingrediente activo farmacéutico CoQ10, el cual corresponde a la formulacion de
Q1 =P1+CoQ10, es el que presentd el mejor tiempo de liberacion prolongada de acuerdo
a su perfil de liberacion con un valor de aproximadamente 40% en 24 h en porcentaje de
farmaco-liberacion acumulada, en comparacion del blanco y de las demas formulaciones
preparadas. Q2 presentd una liberacion de CoQ10 de aproximadamente 33%, seguida de
Q3 con una liberacion del 25% en un tiempo final de 24 h. Asimismo, el farmaco puro
(blanco) sélo atraviesa la membrana de dialisis a un maximo del 18% en el medio de PBS
durante 18 h. Los nanogeles utilizados para la liberacion de CoQ10 demostraron que la
liberacidon es relativamente constante a excepcion de tres aumentos notorios en la
concentracion en los tiempos de 1 h, 6 h'y 18 h siendo los mas evidentes para Q1 y los
menos perceptibles para Q3, lo que presenta una liberacion mas controlada, a estos
aumentos es a lo que generalmente se le denomina el efecto burst.

El perfil de liberacién del Resveratrol se muestra en la Figura 21 (b). Las muestras
R1 y R2 mostraron un patron de liberacion similar con un 43% durante 56 h. De igual
manera, es importante mencionar que R2 en la ultima hora de la liberacion, present6 un
pico que aumentd la concentracion de 38% a 43%. Por el contrario, R3 mostré una
liberacion mas lenta y gradual del farmaco con una concentracion final de 36% a las 56

h, presentando ligeros cambios a aproximadamente en 45 h. Al contrario, el blanco sélo
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alcanza una concentracion acumulativa de 32% en 34 h, ligeramente por debajo de los
valores de R1 y R2 con un 31%. Los nanogeles preparados mostraron un aumento en la
liberacion de 12% de Resveratrol méas que el blanco en aproximadamente el doble de

tiempo.
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Figura 21. Perfiles de liberacion de farmaco de los sistemas poliméricos cargados con:
(@) CoQ10, (b) Resveratrol, (c) L-Metionina. Recuadros: las primeras 15 h de liberacién.

Los resultados de los perfiles de liberacion de la L-Metionina de las formulaciones
preparadas se muestran en la Figura 21 (c), en la cual se puede apreciar que M1 fue el
mejor sistema polimérico, seguido de M2 y M3, con liberacion acumulada del principio
activo del 27%, 17% y 15% respectivamente, en un tiempo de ~27 h al término de la
liberacion. Se puede apreciar que tanto el sistema M2 y M3 tienen mucha similitud en
cuanto al comportamiento de liberacién del principio activo del blanco. En cambio para
M1 el comportamiento de la liberacién fue similar a M2 y M3 hasta las 15 h para después
dar una notable liberacidn ligeramente escalonada hasta alcanzar el 27%.

Todos los sistemas ofrecieron una liberacion constante y con mayor ingrediente
activo farmacéutico liberado que la referencia (fa&rmaco libre de sistema polimérico). El
blanco solo alcanzo un 4.5% en 18 h aproximadamente.

De lo anterior es evidente que Q1 fue la mejor formulacién preparada para la CoQ10
con un ~5% de la muestra méas cercana. Con respecto al Resveratrol, R2 resulté ser la
mejor formulacion con un ~2% por arriba de la muestra méas cercana durante todo el
tiempo de liberacion. Para L-Metionina, M1 fue la mejor formulacion con un efecto burst
muy evidente a 15h de ~16% con respecto a M2 y M3. Durante ese periodo de tiempo

de 15h la liberacion de M2 y M3 fue mejor que M1. Puede asegurarse que nuestra
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propuesta solamente resulté mejor que la base polimérica en el caso del Resveratrol. Con
respecto a la referencia o blanco, esto es, al principio activo solo, todas las formulaciones

preparadas fueron mejores.

4.6.3 Farmacos para el tratamiento de CBC. Imiquimod y 5-FU

La evaluacion de la liberacion in vitro del farmaco atrapado en la formulacion
preparada es uno de los parametros principales para obtener una indicacion de cual sera
su comportamiento in vivo. EI comportamiento de liberacion de diferentes formulaciones
se explor6 durante un periodo de 25 h para 5-FU y 55 h para Imiquimod por el método
de membrana de didlisis. Los patrones de liberacion de las formulaciones se exhiben en
la Figura 22. En estos graficos el blanco, al igual que en las anteriores figuras de liberacion
in vitro, representa la liberacién del principio activo solo, sin soporte.

Los resultados de la liberacion de 5-FU se muestran en la Figura 22 (a) que
presenta una liberacion casi constante de 3 a 22 h para todos los sistemas formulados. La
liberacién se termind a las ~25 h, los sistemas presentaron porcentajes aproximados de
4.9,5.3y 3.8% en F1, F2 y F3, respectivamente. Hay dos motivos posibles: en primer
lugar, el nacleo hidrofébico de las particulas poliméricas interacta fuertemente con el 5-
FU; en segundo, el proceso de disoluciéon lenta de 5-FU en PBS a pH 7.4 podria atribuirse

a la hidrofobicidad caracteristica de los farmacos.
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Figura 22. Perfiles de liberacién de farmaco de los sistemas poliméricos cargados con:
(@) 5-FU y (b) Imiquimod. Recuadros: las primeras 15 h de liberacian.

Por otro lado, la Figura 22 (b) muestra una forma de liberacion continua hasta las
25 h. La mitad de la cantidad del farmaco se liberd en ese periodo de tiempo. La grafica
del porcentaje de liberacion del principio activo solo presentd una liberacién inicial de
rafaga seguido por una meseta durante la segunda fase del perfil cinético, como se muestra
en la Figura 22 (b). En general, D2 libera un ~ 99% de Imiquimod a las 35-40 h mientras
que D3 y D1 liberan entre un 80 y 77% de Imiquimod en el mismo periodo de tiempo.
De todos los principios activos este es el que se libera casi en su totalidad.

Las formulaciones preparadas con carga de 5-FU e Imiquimod, presentaron una
mayor afinidad por el Imiquimod que por el 5-FU. Esto puede verse en los perfiles de
liberacién que tienen mayor cantidad de liberacion de Imiquimod en mas tiempo.

Con base en los resultados presentados se puede afirmar que la tendencia de los
sistemas poliméricos preparados en la farmaco-liberacion muestra una liberacién mas
sostenida y con mayor cantidad de ingrediente activo farmacéutico liberado para la
mayoria de las formulaciones, en comparacion a su contraparte la referencia o farmaco
solo (blanco), esto debido principalmente al tiempo de retencion dentro de la nanosistema
y al mecanismo de liberacion del principio activo. Se puede suponer por ello, que la

adicion de PVP al sistema provoca una liberacion mas lenta y tiene un efecto en el
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aumento de la capacidad de carga del farmaco. Posiblemente debido a que al aumento de
capas en las nanoparticulas retenga entre sus cadenas poliméricas parte del farmaco
evitando que este salga en su totalidad del sistema polimérico y a su vez prologando el
tiempo de salida mismo. A excepcion de los sistemas Q2 y M2 en los que no se cumple
esta suposicion al ser los sistemas Q1 y M1 los que presentaron una liberacion mayor y
mas sostenida.

En todas las figuras de perfiles de liberacion se muestra que el sistema que presenta
las caracteristicas de una liberacidon rapida es el sistema P3, siendo la Unica excepcion en
el caso de D3 donde se demostrd una liberacién mas sostenida, sistema que contiene un
excedente de PEG en el sistema de P123 por si solo. Esto pudo deberse al sobre-
entrecruzamiento con PEG del sistema P2 lo que desfavorecio la cantidad de ingredientes
activos farmacéuticos atrapados en el ndcleo de la micela, dejandolo probablemente en el
area circundante al nucleo.

Del mismo modo, las formulaciones exhiben una liberacién del principio activo
méas alta y sostenida que el blanco (farmaco puro). Se puede proponer que las
formulaciones preparadas disminuiran las fluctuaciones del principio activo permitiendo
asi intervalos de dosificacion méas largos y aumentando la comodidad del paciente. Por
otra parte, se ha encontrado que algunos ingredientes activos farmacéuticos interactdan
méas fuertemente con PVP que con PEG, debido a los 4&tomos de oxigeno cargados
parcialmente negativos, presente en el grupo amida de PVP. EI PEG mostro un
comportamiento similar, aunque menos marcado que el PVP [121]. Como bien se puede
percibir, los sistemas con PVP tienen una mayor cantidad de liberacion de farmacos que

los que tienen PEG.

4.7 Estudio por DLS y Potencial Zeta

Continuando con la caracterizacién de las preparaciones obtenidas, se utiliz6 la
dispersion de luz dindmica para la determinacion del didmetro hidrodindmico y por otro
lado se utilizaron mediciones del potencial Zeta para determinar la estabilidad de los
sistemas poliméricos que estan en forma de suspensiones coloidales.

Las figuras de distribuciones de tamafio se presentan por porcentaje de intensidad,
durante 26 h para el caso de los nanosistemas poliméricos, sin farmaco, dispersados en
agua a temperatura ambiente. La Figura 23 muestra los resultados de DLS y los valores

son exhibidos en la Tabla 8.
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El encapsulamiento de ingredientes activos farmacéuticos en los sistemas tiene un

efecto significativo sobre el tamafio de particula y su distribucién. El tamafio de la micela

sin cargar (libre de farmaco) es preferible que sea lo suficientemente pequefio para

facilitar su entrada dentro de las barreras bioldgicas y aumentar su tiempo de circulacién
en la sangre [122].
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Figura 23. Perfiles de distribucion de tamafio por DLS para los sistemas poliméricos sin
farmaco en 26 h (a) P1, (b) P2y (c) P3.

Los tamafos promedios de las formulaciones no cargadas y cargadas presentaron

patrones de distribucion de tamafio bastante amplios. En cuanto a la relacion de tamafios

de los sistemas poliméricos cargados es evidente que el tamafio aumenta un orden de

magnitud en comparacion con las particulas no cargadas, lo cual es esperado. Este

aumento en el tamafio promedio es causado por el atrapamiento del farmaco en los

sistemas poliméricos [66].

10000
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Los iones presentes en un liquido pueden ser cationes (carga positiva) y/o aniones
(carga negativa). Cuando una particula cargada se suspende en un liquido, iones de carga
opuesta seran atraidos a la superficie de la particula suspendida; dicho de otra forma, una
muestra con carga negativa atrae a los iones positivos del liquido y por el contrario una
muestra cargada positivamente atrae los iones negativos del liquido. Esta carga se puede
medir por medio del mismo equipo utilizado para la determinacion de la distribucion de
tamafios, DLS s6lo que en este caso se medira el potencial Zeta de cada muestra.

El potencial Zeta es la medida de interaccion y estabilidad de los sistemas
coloidales. En largos periodos de tiempo la estabilidad coloidal, por lo general, se observa
en potenciales Zeta mayores a —30 mV. La mayoria de las formulaciones preparadas
mostraron carga negativa y fueron estables a temperatura ambiente, como se muestra en
la Tabla 8. A excepcion de F1 y F3 que presentaron un potencial Zeta de cero, lo que
significa que tienen tendencia a aglomerarse. Lo anterior corrobora lo observado por

HRTEM, en esas micrografias se observé aglomeraciénen F1y F3.

Tabla 8. Tamafios y potencial Zeta para las muestras con y sin carga de farmaco

Tamafio (nm) Potencial Zeta (mV)
Sistema | Sin carga Cargada con fa_trm_aco Sin carga Cargada con fgrm_aco
) 5-FU Imiquimod ®) 5-FU Imiquimod
(F) (N ) 0
1 205 1943 +36 1421+89 | —4.25%7 0£3 —49+0.45
2 25+10 1365+58 2698+45 | —-087+5 —-40+8 | —46x0.46
3 50 + 20 709+83 1309+60 @—227%3 05 —-41+041

Los sistemas poliméricos sin farmaco presentaron valores cercanos a cero, con
carga negativa de potencial Zeta entre —0.47 mV y —4.25 mV, explicandose la tendencia
a aglomerarse de estos sistemas. El potencial Zeta de las micelas sin carga es casi neutro
en comparacion con las formulaciones preparadas que mostraron un potencial Zeta
altamente negativo que expresa la estabilidad de la formulacion; atribuyéndose, el cambio
de carga de la superficie de las muestras cargadas resultado de la encapsulacion del
principio activo.

La agregacion de particulas ocurre si el potencial Zeta de las mismas es demasiado
bajo para proporcionar suficiente repulsion eléctrica o barreras estéricas entre si, como es

el caso de todas las muestras de los sistemas poliméricos P1, P2, P3, F1y F3.
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La liofilizacién de las muestras se sabe que aumenta el potencial Zeta de las
particulas lo cual hace que el riesgo de agregacion de las mismas disminuya. Un alto valor
de potencial Zeta requiere una mayor energia para que se logre la union de dos particulas
cercanas, es decir, existe una gran barrera de energia entre las particulas, debido a lo cual,

se presenta la estabilidad de las formulaciones preparadas [18 123].

4.8 Bioensayos en E. coli

Los analisis de los bioensayos de los nanosistemas poliméricos sin carga, evaluadas
en la bacteria E. coli con agar LB se muestran en las Figuras 24 (a) y (b), y en el caso del
caldo LB se muestran en la Figura 24 (c). En ambos estudios, se realizaron blancos
(pruebas sin los sistemas poliméricos) como control. Para la prueba con agar, las bacterias
se incubaron durante 24 h. El estudio en caldo bacteriano se mantuvo durante 50 hy la
supervivencia bacteriana se analiz6 usando un espectrofotémetro y calculando el nimero
de células bacterianas bajo la relacion ODgoo de 1.0 = 8 x 108 células/mL [124-126]. En
el caso de los sistemas poliméricos con carga de farmaco, los resultados se muestran en

las Figuras 25 y 26.

4.8.1 Nanosistemas poliméricos sin carga de fa&rmaco

En las fotografias de la Figura 24 (a) y (b), se puede ver el crecimiento bacteriano
después del tiempo de incubacién resultando similar en ambas cajas de Petri tanto en el
blanco como en los nanosistemas poliméricos. Por otro lado, el crecimiento bacteriano
después del tiempo de incubacion en el bioensayo en caldo con las formulaciones y el
blanco con solamente la bacteria se presenta en la Figura 24 (c).

En los sistemas poliméricos y el blanco (E. coli en ausencia de material polimérico)
en la primera hora del bioensayo, se observo un crecimiento bacteriano casi igual para
todos los sistemas, repitiéndose este evento a las 22 h donde una vez mas tienen una
concentracion bacteriana similar. Le sigue un periodo constante hasta las 28 h, después
de ese tiempo, las muestras P2 y P3 en medios de cultivo presentan un leve aumento del
crecimiento bacteriano en comparacion con el blanco, probablemente porque las bacterias
se estan alimentando de los componentes poliméricos. Al final del ensayo, a las 50 h, P1
mostro una inhibicion de 9%, en contraparte de P2 y P3 que mostraron una proliferacién
mayor al blanco con un 10% y 16% respectivamente, lo cual puede ser debido a que las
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bacterias exhiben cierta predileccion por el material PVP méas que por el PEG. Mas

estudios deben llevarse a cabo para afirmar estas suposiciones.
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Figura 24. Bioensayos de sistemas poliméricos libres de farmaco en E. coli fotografias de los
medios en Agar para: (a) blanco y P1 (b) P2 y P3. (c) Perfiles de farmaco-liberacion
Recuadro: las primeras 15 h de incubacion.

4.8.2 Sistemas poliméricos cargados de farmaco
Estos estudios se realizaron intentando conocer la interaccion bacteria-sistema
polimérico-farmaco, asi como la demostracion de que durante el proceso de cargado no

se afectd la funcionalidad de los ingredientes activos farmacéuticos.

4.8.2.1 CoQ10 y Resveratrol

Los bioensayos con E. coli se llevaron a cabo con dosis de 1 mg de particulas
poliméricas cargadas con principio activo por mL de solucion y los resultados se
presentan en la Figura 25 (a) y (b) para CoQ10 y Reveratrol respectivamente.

Durante el estudio de los tres nanosistemas poliméricos, en las primeras 4 h las
formulaciones preparadas Q1 y Q2 mostraron crecimiento bacteriano por encima del

blanco. La formulacion Q1 exhibi6 un desarrollo bacteriano mas alto de los tres sistemas
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en comparacion con el blanco entre 0-20 h, para finalmente terminar a las 50 h con un
crecimiento de aproximadamente 25% superior al blanco. El sistema Q2 presentd una
liberacion més prolongada del principio activo con el aumento de crecimiento bacteriano
maés alto que las otras dos formulaciones preparadas; siendo el crecimiento bacteriano
cerca del 40% mayor que el blanco. El crecimiento con Q3 se mantuvo debajo del blanco
durante 33 h, presentando a las 34 h un impulso en la proliferacion bacteriana para
después permanecer con aproximadamente el 22% del crecimiento bacteriano a las 50 h.

El Resveratrol presentd actividad bacteriostatica (inhibiendo el crecimiento de E.
coli) adosis de 1 mg/mL como se muestra en la Figura 25 (b). Todos los sistemas cargados
presentan un efecto bacteriostatico muy similar desde su inicio hasta las 22 h. Los
sistemas R2 y R3 mostraron una proliferacion bacteriana mucho mayor que el blanco la
cual comenzo a las 26 h prolongandose hasta las 50 h. EI R1 mostré un comportamiento
similar al blanco después de 37 h, en contraste a R2 y R3.

Al final de las 50 h los sistemas R1, R2 y R3 mostraron un aumento con respecto

al blanco de 1, 4 y 3% respectivamente.
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Figura 25. Bioensayo de farmaco-liberacién en bacterias E. coli de los sistemas poliméricos
cargados con: (a) CoQ10 y (b) Resveratrol Recuadros: las primeras 15 h de la incubacion.

4.8.2.2 Imiquimod y 5-FU

La liberacion in vitro del farmaco desde la formulacion polimérica en caldo LB en
E. coli a temperatura de la piel se muestra en la Figura 26. En la Figura 26 (a) se revela
que las tres formulaciones micelares mostraron un comportamiento similar hasta las 35
h. La mayor inhibicion bacteriana se presenté a las 21 h con aproximadamente un 67%.
Los porcentajes aproximados de inhibicion fueron mejores para F3 con 27%, seguido de
F1 con 25% y F2 con 19%, este ltimo perdiendo ligeramente su eficacia observandose
un aumento de la proliferacién bacteriana al final de las 50 h.

La Figura 26 (b) muestra que, antes de las 28 h las formulaciones preparadas
presentan una inhibicion bacteriana muy similar, siendo D3 el que pierde primero su
eficacia, posiblemente debido a la menor liberacion del principio activo encapsulado. El
siguiente cambio se produce a las 33 h, en los sistemas D1 y D3 probablemente debido a
que disminuye la liberacion del farmaco y hay crecimiento bacteriano. Al final del
bioensayo, las formulaciones preparadas mostraron un aumento en la proliferacién
bacteriana, con el orden descendente siguiente, D3>D1>D2, con un porcentaje de

aproximadamente el 74%, 54% y 17%, respectivamente. Los bioensayos que incluyeron
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los farmacos 5-FU e Imiquimod mostraron que sus propiedades bacteriostaticas no fueron

disminuidas al ser cargados en los sistemas polimeéricos puesto que inhibieron el

crecimiento bacteriano.
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Figura 26. Bioensayo de farmaco-liberacion en bacterias E. coli de los sistemas poliméricos

cargados con: (a) 5-FU y (b) Imiquimod Recuadros: las primeras 15 h de la incubacion.
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Los resultados indicaron que los sistemas poliméricos mostraron la propiedad de
liberacion sostenida para el principio activo encapsulado. EI mecanismo de liberacion de
los ingredientes activos farmacéuticos a partir de los sistemas esta relacionado con la
difusion del farmaco, las erosiones en los materiales poliméricos o la expansion de los
mismos [127]. Conforme a la clasificacion de la solubilidad de los farmacos y
mecanismos de velocidad de liberacion de Andreetta, el declara que para los farmacos
parcialmente solubles (entre 0.5 y 5 mg/mL) como la mayoria de los principios activos
en este estudio, estos presentan un comportamiento intermedio entre la hinchazon y la
erosion del ndcleo micelar. En otras palabras, la velocidad de liberacidn dependera de la
velocidad de infiltracion e hinchamiento de la matriz y por el otro de la velocidad de
erosion del nacleo micelar. En cambio para el 5-FU, Unico farmaco pobremente soluble
(< 0.5 mg/mL) y el que presenté la menor liberacion de farmaco de todas las
formulaciones desarrolladas en este estudio, la liberacion dependi6 de la erosion del
nucleo, ya que el PBS que penetra e hincha el polimero no alcanza para solubilizar el
principio activo. El cual, se solubilizd en el medio despuées de la ruptura del ndcleo
consistiendo la velocidad de disolucion dependiente principalmente de las caracteristicas
de solubilidad del farmaco tales como, el estado cristalino, ionicidad y tamafio de
particula [128]. Para comprobar lo anterior, seria conveniente solubilizar el 5-FU en otro
solvente que no sea etanol y seguir el mismo procedimiento de cargado, en las mismas
muestras o cambiar el sistema base que es el P123.

Del mismo modo, se observé que para los sistemas poliméricos libres de farmaco
presentaron un crecimiento similar al blanco de E. coli sin polimero y como era de
esperarse, el comportamiento de las formulaciones preparadas desarrollaron la actividad
correspondiente para cada principio activo, tales como inhibicion del crecimiento
bacteriano con sistemas cargados con 5-FU, Resveratrol, Imiquimod y CoQ10 en el
siguiente orden decreciente, 5-FU>Resveratrol>Imiquimod>CoQ10. Para los sistemas
cargados con Resveratrol y CoQ10 se conjeturaba un aumento en la proliferacion
bacteriana por su naturaleza antioxidante, aunque estos presentaron en menor grado, una
inhibicion del desarrollo bacteriano. En la mayoria de los casos el sistema polimérico P2
exhibi6 un aumento en el conteo de células bacterianas en relacion a los otros dos sistemas
P1y P3 a excepcion del sistema D3, donde en esta muestra cargada con Imiquimod (P3)
se percibid el mayor aumento bacteriano. Los comportamientos en los bioensayos con los
sistemas poliméricos fue muy similar a los obtenidos en los perfiles de farmaco-

liberacion, concluyéndose que los sistemas poliméricos no afectaron el desarrollo
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bacteriano esto es, son relativamente inertes, incluso estos resultados de los nanosistemas
poliméricos preparados muestran que mejoraron en ese sentido al sistema base, esto es,
disminuyeron el efecto inhibidor del sistema base, ademas de que los métodos de

encapsulamiento de los fArmacos no afectd la funcionalidad de los mismos.

4.9 Estabilidad de suspensiones

Para evaluar la estabilidad de la dispersién y fenémenos de aglomeracion de las
particulas preparadas en medio acuoso, se investigé el comportamiento de sedimentacion
dependiente del tiempo por medio de mediciones del perfil de transmisién mediante el
equipo TurbiscanLab®. Los perfiles de transmision fueron tomados cada 30 minutos
durante 50 ciclos, siendo el medio de suspension agua. En la Figura 27 se puede observar
que las curvas correspondientes a los sistemas poliméricos sin cargar muestran un pico
evidente entre 34 a 35 mm, lo que indica una formacion de crema®, por otro lado, en la
parte central no se logra apreciar gran variacion en las sefiales, demostrando estabilidad
en las suspensiones.

Los perfiles muestran un pico en la parte inferior del tubo tipico de la migracion de
particulas pequefias, entre 0 y 2 mm. Un gran aumento en T (%) en la parte superior del
tubo sugiere la migracién de los agregados/floculados. En seguida, se observé un ligero
descenso de la sefial al inicio de la medicion durante el experimento que puede explicarse
por el crecimiento de particulas floculadas inducidas como se muestra en la Figura 28 (a)
que corresponden a los sistemas poliméricos con Resveratrol y mas sutilmente en Figura
29 (c). Las Figura 28 (b) y (c) presentaron dispersiones estables sin ninguna aclaracion o
sedimentacion de particulas.

Los perfiles correspondientes a los sistemas cargados de 5-FU, se muestran en la
Figura 29, presentando un pico en la parte inferior del tubo tipico de la migracién de
particulas pequenfias, al igual que las muestras anteriores. Igualmente, se observa aumento
de la transmision en la parte superior del tubo que sugirio la migracion de los
agregados/floculados. Este comportamiento se puede asociar a la coalescencia o
floculacion.

La estabilidad de las suspensiones preparadas se revisaron una semana después de
la preparacion, los perfiles de transmision se tomaron de igual forma, cada 30 min durante

50 ciclos en agua como medio de suspension. Se encontré que la intensidad de la

18 Crema: formacion de un liquido espeso y homogéneo en agua.
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transmision disminuye en la parte superior de la muestra debido a la clarificacion y una
ligera sedimentacion en la parte media de la muestra, como se muestra en todas las
Figuras 30 (a), (b) y (c) correspondientes a los sistemas poliméricos cargados con
Imiquimod. En los perfiles anteriores, mostrados en las Figuras 28 y 29, se observo una
dispersion muy estable de las particulas recién preparadas y caracterizadas, sin evidencia
de aclaracion o sedimentacion alguna. Por el contrario, se observd una ligera caida
progresiva de la sefial en funcion del tiempo, en la region media del tubo con
nanoparticulas poliméricas después de almacenadas, esto puede explicarse por el
crecimiento de particulas de floculacion inducida como se muestra en la Figura 30 debido
al tiempo de almacenamiento o cambios de temperatura durante el periodo de
almacenamiento y analisis.

Como quedd demostrado en estos estudios, la estabilidad de las dispersiones en las
formulaciones preparadas fue excelente para los objetivos que se persiguen. Todos los
sistemas en suspensién mostraron estabilidad sobresaliente, lo que coincide muy bien con
los altos valores de carga superficial obtenidos por el potencial Zeta, que predijeron que
no deberia haber aglomeracién en sistemas cargados y por consiguiente ligera o nula

sedimentacion.
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CAPITULO V. Conclusiones

Cada vez son mas necesarios los sistemas biocompatibles de liberacion de
ingredientes activos farmacéuticos, partiendo de esta finalidad surgio el interés de este
estudio a partir de un material comercial, la micela polimérica Pluronic® P123, que ya
ha sido manejada para estas aplicaciones.

Tomando como base este material fue posible desarrollar nanosistemas poliméricos
de Pluronic® P123 adicionado con PVP y PEG formando mezclas entrecruzadas
fisicamente. Las formulaciones preparadas fueron hechas por un método puramente
fisico, la temperatura utilizada no rebasé los 100 °C en ninguna etapa del proceso. Se
seleccionaron dos sistemas, P2 y P3 ademas del sistema base P1. El material preparado
se caracterizd por varias técnicas y los resultados de SEM y HRTEM mostraron una
morfologia esférica y tamafio nanométrico, lo anterior corroborado por DLS como se
observo tanto en las micrografias como en los perfiles de distribucién de tamafio.

Los nanosistemas preparados encapsularon de manera exitosa, principios activos
hidr6fobos (farmacos y antioxidantes), por medio del método de cargado por difusién con
liofilizacién. La Indometacina que es un antinflamatorio y una molécula modelo por su
gran estabilidad y manejabilidad dio la pauta para continuar con los estudios con los
demas principios activos que fueron L-Metionina, Resveratrol, Coenzima Q10, 5-
fluorouracilo e Imiquimod. Las formulaciones preparadas fueron caracterizadas y los
resultados de SEM y HRTEM mostraron una morfologia semi-esférica similar a la de los
materiales sin carga y tamafios micrométricos, lo anterior se corrobor6 por DLS con los
perfiles de distribucion de tamafio.

La estabilidad de las dispersiones en las formulaciones preparadas fue excelente
para los fines que se persiguen. La mayoria de los sistemas en suspension mostraron
estabilidad sobresaliente, 1o que coincidié con los altos valores de carga superficial
obtenidos por el potencial Zeta, que predijeron que no deberia haber aglomeracion de los
sistemas cargados y pudiera presentarse sedimentacion leve, a excepcion de los sistemas
sin cargar, F1 y F3 los cuales presentaron valores negativos cercanos a cero de carga
superficial.

Los perfiles de liberacion de los diferentes ingredientes activos farmacéuticos
incubados en los sistemas via in vitro en condiciones cutaneas de temperatura, pH y
solucion amortiguadora, demostraron que las formulaciones poliméricas preparadas

fueron capaces de encapsular y liberar de manera sostenida, por mas de 8 h, a una
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concentracion 10:1 de polimero/farmaco. Al compararse los distintos perfiles de
liberacion de ingredientes activos farmacéuticos los sistemas P2 cargados presentaron
una liberacion prolongada para la mayoria de los principios activos hidrofobos, a
excepcion de los sistemas Q1 y M1, en ellos el mejor sistema adaptado fue la base micelar
P1. Reafirmando entonces que la preparacion del sistema P2, que contiene PVP en las
formulaciones preparadas, logré una liberacion del farmaco en un tiempo mas prolongado
y en mayor cantidad. Con la adicion de PEG en la formulacion denominada P3, dio como
resultado en la liberacion del principio activo mas répido y en menos cantidad. Del
analisis de los resultados también puede afirmarse que entre mayor sea el recubrimiento
de la base con mezclas poliméricas de PVP y PEG, menor es el tiempo de liberacion,
contrario a lo que se especulaba.

En este estudio in vitro, el suministro de los principios activos a condiciones de pH
y temperatura cutaneos fue exitosa puesto que hubo liberacion prolongada de los sistemas
poliméricos, por lo que se plantea su potencial uso en la piel, también se puede suponer
gue aumentara la biodisponibilidad del farmaco.

De acuerdo a las caracteristicas requeridas, se pueden disefiar las formulaciones
adecuadas para la administracion de ingredientes activos farmacéuticos en funcién de los
requisitos de la aplicacion (por ejemplo, tiempo de liberacién y la exposicién al sol).
Sobre la base de mismas condiciones, los sistemas podrian utilizarse para: (i) P1, una
liberacion moderada; (ii) P2 para liberacion prolongada, y (iii) P3, para una liberacion
rapida.

Los nanosistemas poliméricos preparados en este estudio para la administracion de
ingredientes activos farmacéuticos demostraron ser componentes bioldgicamente no
perjudiciales en los pruebas primarias de bioensayos con E. coli para los sistemas sin
carga de farmaco, que protegen al medicamento de la degradacién, prolongan la
exposicion y que pueden mejorar el transporte de farmacos hacia las células; esto
manifestado por la efectividad de los sistemas poliméricos cargados al exhibir el mismo
patron obtenido en los perfiles de farmaco-liberacion.

En el caso de administraciones locales, los nanosistemas poliméricos con principios
activos farmacéuticos aqui estudiados, tienen la posibilidad de aumentar la concentracion
de estos principios activos en el lugar de accion, lo que puede ser muy Util reduciendo el
numero de administraciones y cantidad de farmaco administrado.

Basandose en estos resultados, se concluye que las formulaciones preparadas y

caracterizadas en este estudio pueden ser consideradas como sistemas de administracion
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de ingredientes activos farmacéuticos prometedores para cada farmaco-modelo
estudiado. Las formulaciones aqui desarrolladas presentan varias ventajas, una de ellas es
la sencilla preparacion de los nanosistemas poliméricos, asi como también el encapsulado

de farmacos permitiendo la fabricacion a gran escala por sus condiciones estandar.
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ANEXOS

A.1 Estudio FT-IR para los sistemas poliméricos cargados con Indometacina

Los espectros FTIR se escanearon usando un espectrémetro IR Spectrum Two
usando una resolucion de 0.5 cm™. Los espectros se adquirieron usando UVW en la
version 6.0 del LabSoftware. Para cada espectro, se registré un promedio de 5 mediciones
en el intervalo de longitud de onda 450—4000 nm. Después de cada medicion, se tomo un
nuevo espectro de fondo de aire como referencia.

(d) Indometacina

\W 1714 7
O-H c=0 ¥.1690 WWWWW

(C) I 3 C=0 amida

S 2890 1650 ¢
wr  E =TSR,

Transmitancia (%)

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NGmero de onda (cm™)
Figura Al. Espectro de FTIR de (a) 11, (b) 12, (c) 13 y (d) Indometacina.

La Figura Al se ilustran los resultados del anlisis del espectrometro infrarrojo con
transformada de Fourier. Los analisis se realizaron a una frecuencia de 450—4000 cm™ a
temperatura ambiente. El espectro de la Indometacina (Figura Al(d)) mostr6 bandas
caracteristicas de grupos carbonilo secundarios (C=0) a 1714 cm™, (C=0 amida) en 1690

cm™? y (estiramiento C—H aromatico) a 3020 cm™. En la Figura Al (a), (b) y (c) muestra
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los espectros de Indometacina encapsulada en P123 con diferentes mezclas poliméricas.
La sefial de estiramiento alrededor de 2980-2850 cm™ es el pico mas significativo
asociado con P123 (Figura Al(a)).

Por otro lado, puede se observaron en la Figura Al(b) un pico a aproximadamente
890 cm asignado a la vibracion del anillo de pirrolidona. Por supuesto, se mostraron
varios picos caracteristicos de los grupos —CH y u1—CH a 2923, 1460 y 1374 cm™. El pico
a 1285—1295 cm™ tipico para el enlace —C—N y en 1650 cm™ para el grupo carbonilo del
PVP también fueron observados. Estos picos demostraron la presencia de PVP en el
sistema 12.

La adicion de PEG a P123 puede observarse en un aumento de intensidad del pico
(vibracion de estiramiento O—H) a 3320 cm™ y un pico en 1650 cm™ atribuido a
vibraciones de estiramiento —C=0 se presento6 en la Figura A1(c). Este espectro mostro
picos caracteristicos en 3320, 2890 y 1420 cm™, que se atribuyen a estiramientos -OH y
C—H y flexion —CH, respectivamente.

Los picos a 1714 cm™ y 1690 cm™ correspondientes a la Indometacina en la matriz
de los sistemas poliméricos se exhibié con menor intensidad que en comparacién con su
contraparte Indometacina pura. Esto indica claramente que el farmaco se ha atrapado en

el nucleo hidrofébico de los sistemas poliméricos[129].
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A.2 Primera aproximacion en modelo matematico para los sistemas poliméricos

Una primera aproximacion matematica que sigue el mecanismo de libracion del
farmaco para los sistemas poliméricos cargados con Indometacina por difusion se

describe a continuacion [129]:

La difusion del farmaco a través de la membrana esta descrita por la ecuacién de
difusion:
2
0°C,

m:D
™ ox?

(1)

donde Cy es la concentracion del farmaco dentro de la membrana de espesor L, Dm
es el coeficiente de difusion del farmaco, t el tiempo y x la posicion espacial.

Si se supone un régimen de transporte estacionario del farmaco a través de la
membrana, es posible calcular una expresion para el flujo de farmaco a través de la

membrana;
_D,¢
X L

N (C,-C,) (2)
En la Figura A2 se muestra un esquema del arreglo experimental para el estudio de
difusion. La concentracion en la pared interior de la membrana es C; mientras que la

concentracion en el exterior es Co.
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Figura A2. Representacion del sistema aplicado para estudiar la liberacion de farmaco.
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La cantidad de farmaco que atraviesa la membrana es posible relacionarla con la

tasa de pérdida de farmaco dentro del sistema contenido por la membrana:

dC D
_V1 8'[1 = Aan¢ (Cl_CZ) (3)

donde V1 es el volumen del sistema contenido por la membrana (sistema 1) y Am

es area de difusion de la misma.

De la misma forma, la pérdida de farmaco del sistema 1 esta balanceada con la
ganancia de soluto en la membrana y en el sistema 2, el cual representa el volumen del

vaso del recipiente (V2):

Vlﬁ = — \i de +V2 dC2 (4)
s dt dt

Si se toma en cuenta que: v_<<V/,,V,

Es posible relacionar las concentraciones de la siguiente manera:

Vl
Cz = \T(Co _Cl) ()
2
donde Cy es la concentracion inicial de farmaco en el sistema 1.

Utilizando la ecuacion (5) es posible integrar (3) para obtener la variacion de la

concentracién de farmaco:

Ay Dm¢(V1+V2 )t
Co Vg 1 V,+V,e B (6)
CO V2 (Vl +V2)

Q)
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