[F TG
-
I

=050
=
Do il

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO.

FACULTAD DE QUIMICA.

“OBTENCION Y CARACTERIZACION DE ACUASOMAS CON
PRAZIQUANTEL".

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE

QuimMIcO FARMACEUTICO BIOLOGO.

PRESENTA
Carlos Cortina Rosas.

ASESORADO POR

DR. Jorge Esteban Miranda Calderdn.

Ciudad Universitaria CDMX México 2018.




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE: Dra. Maria Josefa Bernad Bernad.

VOCAL.: QFB. Verodnica Zamora Salazar.

SECRETARIO: Dr. Jorge Esteban Miranda Calderon.

ler. SUPLENTE: Lorena Garcia Gonzalez.

2° SUPLENTE: Norma Angélica Villanueva Martinez.

SITIOS DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:

Laboratorio N-106, Edificio N, Departamento De Sistemas Bioldgicos, Universidad

Auténoma Metropolitana, Unidad Xochimilco.
Laboratorios 002 y 003, Cubiculo 001 Edificio F y Laboratorio 100 Edificio B, de la
H. Facultad de Quimica de la Universidad Nacional Autonoma De México,

ASESOR DEL TEMA:

Dr. Jorge Esteban Miranda Calderon.

SUSTENTANTE:

Carlos Cortina Rosas.




iii



iv






indice.

Lista de Figuras

Anexo

Lista de Tablas

Lista de abreviaturas

1. Introduccién

2. Antecedentes

2.1. Nanotecnologia

2.1.1. Nanoparticulas

2.1.1.1 Nanoparticulas y toxicidad

2.1.1.2 Nanoparticulas biodegradables

2.1.2. Métodos de elaboracion de Nanomateriales
2.2. Aspectos biologicos y farmacéuticos de las Nanoparticulas
2.3. Aplicaciones en el area de la salud

2.4. Acuasomas

2.4.1. El nicleo inorgénico de los Acuasomas
2.4.2. Hidroxiapatita como nucleo inorganico
2.4.2.1 Método de sintesis

2.4.2.1.1 Precipitacion

2.4.2.1.2 Método de Sol-gel

2.4.2.1.3 Técnicas de caracterizacion

2.4.2.1.3.1 Difraccién de rayos X (XRD)
2.4.2.1.3.2 Microscopia electrénica de transmision (MET)
2.4.3 Pelicula polihidroxilada de los Acuasomas
2.4.4 Método de preparacion de los Acuasomas

2.4.4.1 Formacién de un nucleo inorganico

IX, X, Xi y Xi
Xii
Xii-Xiii
XiV'y XV
1

2
2
3
4
5
6
9

10
11
13
14
15
15
16
18
18
20
21
22
22

2.4.4.1.1 Autoensamblaje nanocristalino de brushita (fosfato de calcio

dihidratado)...
2.4.4.1.2 Recubrimiento del nucleo con carbohidratos
2.4.4.1.3 Carga del farmaco de su eleccion para el ensamblaje

2.4.5 Ventajas de la preparacion de Acuasomas

22
23
23
23

vi




2.4.6 Propiedades de los Acuasomas
2.5 Molécula modelo

2.5.1 Prazinquantel

3. Justificacion

4. Objetivos

4.1 Objetivo general

4.2 Objetivos particulares

5. Desarrollo experimental

5.1 Materiales y equipo

24
24
24
26
27
27
27
28
28

5.2 Sintesis del nucleo inorganico por medio del método de precipitacion sol-gel 28

5.2.1 Método de sintesis de precipitacion

28

5.2.1.1 Nucleo inorgéanico de fosfato de calcio con el homogeneizador dispersor

ultraturrax t-25

5.2.1.2 Preparacion de soluciones precursoras

5.2.1.3 Mezclado de las soluciones precursoras

5.2.1.4 Homogenizacién con el dispersor ultraturrax t-25
5.2.1.5 Homogenizacién con el dispersor ultraturrax t-25
5.2.1.6 Liofilizacion de las muestras

5.2.1.7 Nucleo inorganico de HAP con el sonicador hielscher
5.2.1.8 Preparacion de soluciones precursoras

5.2.1.9 Mezclado de las soluciones precursoras
5.2.1.10 Sonicacion de las muestras

5.2.1.11 Centrifugacion de las muestras

5.2.1.12 Lavado de las muestras

5.2.1.13 Secado de las muestras

28
28
29
29
30
30
30
30
30
31
31
31
31

5.2.2 Metodologia de sintesis del nucleo inorganico de HAP por medio del proceso

de sol-gel

5.2.2.1 Preparacion de soluciones
5.2.2.2 Mezclado de precursores
5.2.2.3 Secado de las muestras

5.2.2.4 Calcinacion de la muestra

32
32
32
32
33




5.2.2.5 Lavado de los polvos

5.2.2.6 Recubrimiento de los nucleos inorganicos de HAP con lactosa
monohidratada y manitol

5.2.2.7 Preparacion de las soluciones

5.3 Nucleos de fosfato de calcio recubiertos con diferentes azucares
5.3.1 Adsorcion del farmaco

5.3.2 Preparacion de soluciones de azucares

5.4 Perfiles de disolucion

5.4.1 Curva de calibracion

6. Resultados y Discusién

6.1 Difraccion de Rayos X de polvos del nucleo inorganico

6.2 Difraccion de Rayos X de polvos del recubrimiento de los nucleos

6.3 Microscopia electronica de transmision
6.4 Tamafio de Particula

6.5 Curva de calibracion

6.6 Perfiles de disolucion

7. Conclusiones

8. Perspectivas

9. Referencias bibliograficas

10. Anexo




Lista de figuras.
Figura 1. Ramas de aplicacién de la Nanotecnologia

Figura 2. Tamafio de particulas y representaciones de estas

Figura 3. Comparacion de un protector solar convencional y uno de dltima
generacion, al tener NP(S) el de dltima generacion no permite el traspaso de
radiacion UV 10
Figura 4. Estructura cristalina de HAP 15
Figura 5. Etapas del proceso Sol-Gel 18
Figura 6. Equipo de difraccion de rayos X 19
Figura 7. Reflexion de rayos X a partir de dos capas de atomos 20
Figura 8. Método de preparacion de acuasomas 22
Figura 9. Estructura quimica de la molécula de PZQ 25
Figura 10. Muestra de la HAP al finalizar la calcinacion 33

Figura 11. Curva de calibracion 36

Figura 12. Diagrama experimental de la obtencion y caracterizacion de los
Acuasomas 38

Figura 13. Difractograma de rayos X de las muestras sin acetato de polivinilo (5,
10, 20y 25 mil, rpm) 39

Figura 14. Difractograma de rayos X de la muestra con 0.1% acetato de polivinilo
(25 mil, rpm) 40

Figura 15. Difractograma de rayos X de la muestra con 0.1% acetato de polivinilo
(10 mil, rpm) 41

Figura 16. Difractograma de rayos X de las muestra con 1% acetato de polivinilo
(5,10 mil, rpm) 42

Figura 17. Difractograma de rayos X de las muestras con sonicador 43




Figura 18. Difractograma de rayos X de la muestra de la sintesis de sol-gel 44

Figura 19. Difractograma de rayos X de la muestra de la sintesis de sol-gel
posterior al lavado 45

Figura 20. Difractograma de rayos X de HAP con lactosa 47
Figura 21. Difractograma de rayos X de HAP con manitol 48

Figura 22. Microscopia de electronica de transmision de HAP sintetizada por el
método de precipitacion 49
Figura 23. Microscopia de electronica de transmision de HAP sintetizada por el
método sol-gel 50
Figura 24. Microscopia de electronica de transmision muestra HAP con lactosa 50

Figura 25. Microscopia de electrénica de transmision muestra HAP con manitol 51

Figura 26. Perfiles de disolucién del PZQ, Mezcla fisica de Manitol 0.03 My

Acuasomas de Manitol 0.03 M

Figura 27. Perfiles de disolucion del PZQ, Mezcla fisica de Maltosa 0.03 M y

Acuasomas de Manitol 0.03 M

Figura 28. Perfiles de disolucion del PZQ, Mezcla fisica de Trehalosa 0.03 M y
Acuasomas de Trehalosa 0.03 M 54

Figura 29. Perfiles de disolucion del PZQ, Mezcla fisica de Manitol 0.06 M y
Acuasomas de Manitol 0.06 M 55

Figura 30. Perfiles de disolucion del PZQ, Mezcla fisica de Maltosa 0.06 M y
Acuasomas de Maltosa 0.06 M 56

Figura 31. Perfiles de disolucion del PZQ, Mezcla fisica de Trehalosa 0.06 M y
Acuasomas de Trehalosa 0.06 M 57

Figura 32. Perfiles de disolucion del PZQ, Mezcla fisica de Manitol 0.09 M y
Acuasomas de Manitol 0.09 M 58

Figura 33. Perfiles de disolucion del PZQ, Mezcla fisica de Maltosa 0.09 M y
Acuasomas de Maltosa 0.09 M 59




Figura 34. Perfiles de disolucion del PZQ, Mezcla fisica de Trehalosa 0.09 My
Acuasomas de Trehalosa 0.09 M 60

Figura 35y Figura 36. Perfiles de disolucién de PZQ, Acuasomas de Manitol y
Mezclas Fisicas correspondientes 61

Figura 37 y Figura 38. Perfiles de disolucion de PZQ, Acuasomas de Maltosa y
sus Mezclas fisicas correspondientes 62

Figura 39 y Figura 40. Perfiles de disolucién de PZQ, Acuasomas de Trehalosa y
sus Mezclas correspondientes 63

Figura 41y Figura 42. Perfiles de disolucion de PZQ, Acuasomas y Mezclas
Fisicas de Manitol, Maltosa y Trehalosa 0.03 M respectivamente 64

Figura 43 y Figura 44. Perfiles de disolucion de PZQ, Acuasomas y Mezclas
Fisicas de Manitol, Maltosa y Trehalosa 0.06 M respectivamente 65

Figura 45y Figura 46. Perfiles de disolucién de PZQ, Acuasomas y Mezclas
Fisicas de Manitol, Maltosa y Trehalosa 0.09 M respectivamente 66




Anexo.

Tabla 1. Disefio experimental del nicleo inorganico de fosfato de calcio, por el
método de precipitacion con el homogeneizador dispersor ULTRATURRAX
T25 77

Tabla 2. Disefio experimental del nacleo inorganico de HAP, por el método de
precipitacién con el sonicador HIELSCHER 77

Tabla 3. Nombre de las soluciones dependiendo de su tratamiento 78

Tabla 4. Preparacion de las soluciones de azucar utilizadas para recubrir los
nucleos de fosfato de calcio 78

Tabla 5. Componentes y (%) respectivo en el AQ de Manitol 0.03 M 79
Tabla 6. Componentes y (%) respectivo en el AQ de Manitol 0.06 M 79
Tabla 7. Componentes y (%) respectivo en el AQ de Manitol 0.09 M 80
Tabla 8. Componentes y (%) respectivo en el AQ de Maltosa 0.03 M 80
Tabla 9. Componentes y (%) respectivo en el AQ de Maltosa 0.06 M 81
Tabla 10. Componentes y (%) respectivo en el AQ de Maltosa 0.09 M 81
Tabla 11. Componentes y (%) respectivo en el AQ de Trehalosa 0.03 M 82
Tabla 12. Componentes y (%) respectivo en el AQ de Trehalosa 0.06 M 82
Tabla 13. Componentes y (%) respectivo en el AQ de Trehalosa 0.09 M 83

Tabla 14. AQS o MFS y sus respectivas equivalencias para tener 30 mg de
PZQ 83

Tabla 15. Pardmetros de red y tamafos de cristales calculados para la sintesis de
precipitacion con el sonicador 84

Tabla 16. Parametros de red y tamafios de cristales calculados para la muestra
por método sol-gel 85

Tabla 17. Parametros de red y tamafios de cristales calculados para la HAP con
lactosa 86




Tabla 18. Pardmetros de red y tamafios de cristales calculados para la HAP con
manitol 87

Tabla 19. AQS y sus tamafios respectivos 88

Tabla 20. Datos de la curva de calibracién, medio de HCI 0.1 N + LSS, medidos a
longitud de onda de 263 nm 88

Tabla 21. Absorbancias y concentraciones del PZQ, AQ Manitol 0.03 y MF Manitol
0.03 M 89

Tabla 22. Absorbancias y concentraciones del PZQ, AQ Manitol 0.06 y MF Manitol
0.06 M 90

Tabla 23. Absorbancias y concentraciones del PZQ, AQ Manitol 0.09 y MF Manitol
0.09 M 90

Tabla 24. Absorbancias y concentraciones del PZQ, AQ Maltosa 0.03 y MF
Maltosa 0.03 M 91

Tabla 25. Absorbancias y concentraciones del PZQ, AQ Maltosa 0.06 y MF
Maltosa 0.06 M

Tabla 26. Absorbancias y concentraciones del PZQ, AQ Maltosa 0.09 y MF
Maltosa 0.09 M

Tabla 27. Absorbancias y concentraciones del PZQ, AQ Trehalosa 0.03 y MF
Trehalosa 0.03 M

Tabla 28. Absorbancias y concentraciones del PZQ, AQ Trehalosa 0.06 y MF
Trehalosa 0.06 M

Tabla 29. Absorbancias y concentraciones del PZQ, AQ Trehalosa 0.09 y MF
Trehalosa 0.09 M




Lista de abreviaturas.

Abreviatura

Significado

ADN

Acido desoxirribonucleico.

AQ(S)

Acuasoma(s).

Ca

Calcio.

Cl

Cloro.

Calorimetria diferencial de barrido.

g

Gramo.

H

Hidrégeno.

HAP(S)

Hidroxiapatita(s).

LLS

Laurilsulfato de Sodio.

MEB

Microscopia electronica de barrido.

MET

Microscopia electronica de transmision.

MF(S)

Mezcla(s) Fisica(s).

NHAP

Nanohidroxiapatita.

MELS

Microestructurales.

MPS

Microparticulas.

MRI

Imagen por resonancia magnética.

mg

Miligramo.

mL

Mililitro.

um

Micrometro.

NBM

Nanobiomaterial.

NBTLG

Nanobiotecnologia.

NC(S)

Nanocapsula(s).

NCTN

Nanocristalino.

NER(S)

Nanoesfera(s).

NE(S)

Nanoestructura(s).

NETD(S)

Nanoestructurado(s).




NHAP

Nanohidroxiapatita.

NM(S)

Nanomaterial(es).

NMT(S)

Nanométrica(s).

NP(S)

Nanoparticula(s).

NPTS

Nanoparticulado(s).

NV

Nanovesicular.

nm

Nandémetro.

P

Fosforo.

Prazinquantel.

Sistema nervioso central.

Sistema reticuloendotelial.

Difraccion de rayos X.

Porcentaje.




1. Introduccion.

Una nueva clase de vehiculos de farmacos sélidos, acuasomas, han surgido en la
ultima década. Los acuasomas son estructuras de tres capas (es decir, el nucleo,
el recubrimiento, y el farmaco) que son auto-ensamblados a través de enlaces no
covalentes, enlaces ionicos y fuerzas de van der Waals.

Se componen de un nucleo ceramico cuya superficie esta modificada de forma no
covalente con hidratos de carbono para obtener una bola de azlcar, que luego es
expuesto a la adsorcion de un agente terapéutico. El nlcleo proporciona
estabilidad estructural a un sélido en gran medida inmutable.

Los acuasomas ofrecen un modo atractivo de la entrega de agentes terapéuticos
gue pertenecen a la clase de proteinas y péptidos, ya que son capaces de superar
algunos de los problemas inherentes asociados con estas moléculas. Estos
problemas incluyen la ruta adecuada de la entrega, asi como la inestabilidad
guimica, escasa biodisponibilidad y los efectos secundarios. La modificacion de la
superficie con los hidratos de carbono crea una pelicula de estabilizacién
molecular cristalina que absorbe las proteinas terapéuticas con un minimo de
desnaturalizacién estructural.

Por lo tanto, estas particulas proporcionan una proteccion completa de naturaleza
acuosa a los farmacos adsorbidos contra los efectos de desnaturalizacion de pH y
de la temperatura externa, porque no hay hinchazén y porosidad, cambios en el
pH o la temperatura.

La eleccion de la Nanohidroxiapatita como nudcleo inorganico se basé en la

importancia que tiene este cristal en la biomedicina como restaurador, ya que es el

principal componente en el soporte de los tejidos 6seos por su actividad continua

remodeladora.

En este trabajo se estudio la variacion del tamafio de los cristales, con la finalidad
de encontrar en cual sintesis (precipitacion o sol-gel) podemos obtener cristales de
tamafio nanométrico entre 1 y 200 nm, el resultado de recubrir con diferentes
azucares y como es la liberacion de los sistemas formados, encontrando que las
MF’S en general aumenta la solubilidad del PZQ y en otros un comportamiento de

liberacion sostenida o prolongada..




2. Antecedentes.

2.1. Nanotecnologia.

La Nanociencia, en sentido amplio, es el conjunto de conocimientos y métodos
dirigidos a estudiar, fabricar y caracterizar estructuras funcionales con
dimensiones por debajo de unas pocas decenas de nanémetros® (nm) vy en
general se caracteriza por?:

Constituir una rama de la ciencia con caracter interdisciplinaria, donde la fisica, la
guimica y la biologia tienen un punto caracteristico en la escala del nanémetro (1-
1000 nm).

Conjuntar diferentes visiones de investigacion y de entender la naturaleza,
diferentes metodologias técnico-cientificas para la creacion y utilizacién de
estructuras, dispositivos y sistemas con propiedades novedosas debido a su

tamafio pequefio™ 2.

El estudio de dichas estructuras incluye el andlisis de propiedades estructurales,
mecanicas, eléctricas, magnéticas y quimicas, asi como su interaccién con otras
NES, por ejemplo, con ondas electromagnéticas y medios biolégicos entre otras,
debido a que los NMS se utlizan en la electronica, el magnetismo, la

optoelectronica, las ciencias biomédicas, la industria cosmética, la energética, en

aplicaciones de catalisis y la farmacéutica®, que es de nuestro especial interés.

ngenieria
Eléctrica

nformacion

Figura 1. Ramas de aplicacion de la Nanotecnologia.




2.1.1 Nanoparticulas.

Para fines practicos, el concepto de nanoparticula hace referencia a un
nanobiomaterial constituido por un nucleo cuya superficie puede utilizarse para un
ensamble molecular, y puede estar compuesto de materiales inorganicos y
poliméricos®. El nicleo puede presentarse en forma nanovesicular, rodeado por
una membrana o revestimiento®.

Las formas geométricas en tercera dimension méas frecuentes son la esférica-

cilindrica y laminar®. El tamafio y la distribucién de las particulas son importantes

en los casos en que se requiera atravesar un poro de la membrana celular.

El ndcleo de las particulas se pueden proteger con una o varias capas de
materiales inertes como la silice y ciertas moléculas organicas que se adsorben
sobre la superficie. No obstante, cuando se requiere obtener cierta funcionalidad,
frecuentemente se le adsorbe una capa de una molécula enlazante especifica.
Esta molécula tiene dos grupos reactivos, uno en la parte inicial y otro en la parte
final de su estructura molecular, de modo que uno de los grupos se une a la
superficie de la particula y el otro es utlizado para enlazar entidades
biocompatibles tales como: dextrano, anticuerpos y farmacos entre otros,
dependiendo de la aplicacion que se requiera.

Actualmente se estan desarrollando aplicaciones e investigaciones de las NPS en
los siguientes campos”’:

Ingenieria de tejidos.

Terapia contra el cancer.

Codificacion optica multicolor para ensayos biolégicos.

Manipulacién de células y de biomoléculas.

Deteccion de proteinas.

El estudio de dichas estructuras incluye el andlisis de propiedades estructurales,
mecanicas, eléctricas, magnéticas y quimicas, asi como su interaccién con otras
NES.
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Figura 2. Tamafio de particulas y representaciones de estas®.

2.1.1.1. Nanoparticulas y Toxicidad.

Aunque las NPS presentan claras ventajas para lograr una administracion
controlada y especifica de farmacos hacia 6rganos de dificil acceso, es necesario
hablar de los problemas que pueden presentar este tipo de particulas, conocidas
como reacciones adversas en los organismos que tengan contacto con estas.

Las particulas de esta naturaleza pueden acceder al organismo por varias rutas,
incluyendo la inhalacién, la ingestion y la cutanea. Se ha reportado que las NPS
pueden producir inflamacion en los rifiones después de una exposicion de estas al
utilizar aerosoles’.

Por otro lado, existen estudios in vitro con células viables que han confirmado la
gran capacidad de las NPS para producir radicales libres que pueden causar dafio
celular®. Este dafio puede manifestarse de diferentes formas, incluyendo la
genotoxicidad y grados anormales de muerte celular, entre ellas la apoptosis”®.
Como medida para remediar estos problemas se ha optado por recubrir a este tipo
de particulas con excipientes organicos e inorganicos, tales como azucares y
silicio respectivamente, o mediante la adicion de agentes antioxidantes y vitaminas

para contrarrestar de cierto modo el efecto de los radicales libres™®.




Debemos de tomar en cuenta que el uso de las NPS puede incrementar el estrés
oxidativo’ debido a la exposicion por periodos de tiempos prolongados a los
sistemas vivos. En la actualidad se considera que el efecto del tamafio de estas
particulas es el factor mas importante para considerar como “toxica” a una NP que

a la composicion del material con las cuales fueron elaboradas.

2.1.1.2. Nanoparticulas Biodegradables.

Para conseguir una liberacion de farmacos efectiva y segura es necesario
colocarlos en el sitio de accidon adecuado, en general, un cambio en la
composiciébn quimica del principio activo es asociado con la degradacion,
alteracion y/o pérdida de sus propiedades funcionales y estructurales®® 3" Y%,
Durante los ultimos 30 afios se han desarrollado distintos sistemas NPTS con
materiales biodegradables, los cuales ofrecen una gran variedad de aplicaciones,
pero la principal caracteristica de usar materiales biodegradables es que
permitiran la conformaciéon de sistemas de naturaleza coloidal, que a su vez seran
utilizados como transportadores bajo distintas formas farmacéuticas como:
liposomas, niosomas, microemulsiones, acuasomas entre otros sistemas NPTS,
gue a su vez, pueden formar capsulas o esferas matriciales, dependiendo de la
existencia de un nucleo inerte recubierto por una pelicula o0 mas capas de otro
material con o sin activo, o formando una particula en la que todo el conjunto es el
resultado de una matriz o mezcla del activo y del material utilizado como
transportador.*!

Muchos vehiculos se derivan de polimeros sintéticos como el poliestireno o el
metacrilato y otros biopolimeros como el &cido polilactico, el poli-g-hidroxibutirato
entre otros.

De igual manera se han utilizado macromoléculas organicas como la albumina,

polisacaridos como el dextrano y lipidos como la lecitina en los liposomas®?.

Las NPS constituidas por polimeros biodegradables estan siendo objeto de
estudio mas que los liposomas en farmacia, debido a su gran potencial en la
terapéutica, asi como a su estabilidad en fluidos biol6gicos y durante su
almacenamiento. Entre los estudios mas prometedores para su aplicacion se

pueden mencionar:




a) La vectorizacion de farmacos anticancerigenos y antibioticos para administracion
parenteral, a modo de conseguir una mayor selectividad en el 6rgano o tejido
diana y con ello un aumento del indice terapéutico.

La disminucién de efectos secundarios de farmacos que administrados por via
oral, por ejemplo, los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) tales como el
diclofenaco y la indometacina que causan con frecuencia irritacion gastrica.

La proteccion contra la degradacion biol6gica en el tracto gastrointestinal y
aumento de la biodisponibilidad de péptidos, proteinas y hormonas, administrados

por via oral.
El control de la liberacion, la disminucion de efectos colaterales debido a la
absorcién sistémica y aumento de la biodisponibilidad ocular de ciertos farmacos,

mediante la administracion oftalmica.

2.1.2 Métodos De Elaboracién De Los Nanomateriales.

En la literatura se pueden encontrar varios métodos para la obtencion de
nanoparticulas biodegradables a partir de materiales poliméricos y, de una forma
general se pueden clasificar en'*:

Métodos basados en una polimerizacidn “in situ” de mondmeros monodispersos.

Métodos de precipitacion de polimeros preformados.

Los métodos de obtencion de NPS biodegradables a partir de polimeros
preformados son los que mas atencion han tenido en los ultimos afios, debido a
que en el primer método, durante la polimerizacibn de los mondmeros
dispersados, los productos no son totalmente biocompatibles y pueden quedar
residuos téxicos de mondmeros, oligomeros y catalizadores, ademas que se ha
observado reacciones de entrecruzamiento de los principios activos o la

degradacion de los componentes cuando se emplea la radiacion para inducir la

polimerizacion®®.

Mientras que, las NPS biodegradables obtenidas a partir de polimeros sintéticos-
preformados como los poliésteres tales como el acido polilactico (PLA), el poli-g-
hidroxibutirato (PBH), el polilactido-co-glicolico (PLGA) y la poli-ge-caprolactona
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(PCL), estan siendo objeto de mayor atencion e incluso varios productos de
liberacion controlada a partir de ellas ya se han comercializado, debido entre otros

factores a su demostrada histocompatibilidad, biodegradabilidad y por no generar

subproductos téxicos™.

Para la obtencion de NPS con polimeros preformados existen distintos métodos
gue han sido clasificados principalmente en funcion de los procesos fisicoquimicos

involucrados o del sistema de eliminacién del disolvente!™ 2

se pueden
clasificar de la siguiente manera:

Métodos de evaporacion/extraccion del disolvente.

Métodos de separacion de fases (coacervacion).

Métodos diversos (secado por atomizacion, fusion).

La seleccion de un método dependera de las propiedades del polimero y del
principio activo a utilizar, asi como también de las caracteristicas esperadas de las
NPS y de la via de administracion.

Entre los principales problemas para la aplicacion industrial y la comercializacion
de los productos con NPS, radica en que la mayoria de los sistemas de obtencién
de las NPS, se forman suspensiones coloidales acuosas, las cuales durante su
almacenamiento pueden dar lugar a fendmenos de agregacion y a la formacién
final de precipitados dificiles de resuspender. También ocurren problemas de
estabilidad quimica tanto de los polimeros como de las demas materias primas,
incluyendo el principio activo. Una forma de resolver esta situacion ha sido la
aplicacién de procesos de deshidratacion o secado del sistema coloidal formado.
La liofilizacion ha sido uno de los procesos de deshidratacién o de secado que
mas se ha utilizado tanto en liposomas como a los demas tipos de NPS. Para ello
se ha recurrido al uso de crioprotectores como lo son los carbohidratos, que
actian evitando la agregacion de las particulas durante el congelamiento. Como
método de secado, hasta el momento, la liofilizacion ha sido la méas empleada en
la elaboracién de NERS que de NCS, ya que se ha atribuido a la liofilizacion
modificaciones en la liberacion del principio activo debido principalmente cambios

gue ocurren en la estructura de la pelicula que cubre al ndcleo de la NC, porque al




cristalizar el agua, se generan tensiones internas que “rompen” las NCS y liberan
el principio activo, algo que no se desea.

Los crioprotectores mas comunes son los monosacaridos y disacaridos, asi como
algunos oligosacaridos, tales como la glucosa, sacarosa, lactosa, fructuosa y
celobiosa, sorbitol y manitol respectivamente, que actian formando una matriz

amorfa alrededor de las NPS para conferirles cohesividad y a la vez evitar la

agregacion interparticular durante el congelamiento™®.

Una de las principales limitantes para el desarrollo comercial de las NPS ha sido el
hecho de que por su naturaleza coloidal, no ha sido sencillo desarrollar técnicas
analiticas que permitan su caracterizacion granulométrica, morfolégica vy
fisicoguimica, ademas de la necesidad de cuantificar y evaluar la cinética o las
propiedades de liberacion del principio activo y la estabilidad fisica, quimica y
microbiolégica de los productos durante el almacenamiento.

Entre las propiedades fisicoquimicas que se pueden evaluar para este tipo de
sistemas podemos mencionar:

potencial Zeta.

pH.

distribucion de la masa molar del polimero y del principio activo en la NP.

cantidad de farmaco asociado a las nanoestructuras.

identificacidon del sistema corresponde al tipo capsula o matriz.

Para la evaluacion morfologica y la granulométrica de las NPS se dispone de
técnicas como la microscopia electronica de barrido (MEB) y la microscopia
electrénica de transmisién (MET), las cuales a su vez se apoyan y complementan
con otras metodologias que utilizan de programas computacionales como la
digitalizacion de imagenes.

A su vez, la determinacién de la masa molar del polimero suele realizarse
mediante la cromatografia de exclusién y para determinar la forma de asociacion
del farmaco y de los otros materiales en las NPS, se recurre a técnicas
termoanaliticas como lo es la calorimetria diferencial de barrido (DSC), la

difractometria de rayos X de polvos, asi como la espectroscopia infrarroja.




2.2. Aspectos bhiolbgicos vy farmacéuticos de las nanoparticulas.

Se comenta que los pulmones no estan bien equipados para enfrentar a particulas
de materia muy pequefias, debido a esta naturaleza es posible que estas

‘engafen” al sistema inmunolégico que protege al sistema respiratorio, y en

algunos otros casos crucen la barrera hematoenceféalica que protege al cerebro™.

Otra posible entrada es por la via cutanea, estudios recientes han demostrado que
las particulas de hasta 1 ym de diametro pueden llegar tan profundamente en la
piel que las puede absorber el sistema linfatico, mientras que las particulas de
mayor tamafio no tienen esta posibilidad de penetracion®? °°.

En el campo de la tecnologia farmacéutica, el desarrollo de productos a partir de
sistemas NPTS que ha crecido y se ha diversificado rapidamente en los Ultimos
afos, debido entre otros, a que es posible aplicarlos a distintos farmacos, asi
como a sistemas de liberacién convencional o modificados, y porque entre las
diferentes formas de dosificacion existentes, las NPS y MPS han generado una
gran importancia debido a la tendencia a acumularse en las areas inflamadas del
cuerpo o en los tejidos afectados por los procesos patolégicos como lo es el
cancer'® .

Los sistemas de liberacién modificados de farmacos obtenidos con NPS y MPS
son de gran importancia para prevenir numerosos inconvenientes relacionados
con el propio farmaco, por ejemplo, la velocidad de degradacion, y con
operaciones unitarias involucradas en los procesos productivos como la
purificacién, esterilizacién y el secado™ *8,

Por otro lado, las particulas NMTS son apreciadas por su reactividad quimica y
otras caracteristicas cuanticas, ya son de uso diario en bloqueadores solares,

cosmeéticos y aderezos para ensaladas junto con otros productos y procesos.
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Figura 3. Comparacion de un protector solar convencional y uno de dltima generacion, al

tener NP(S) el de dltima generacién no permite el traspaso de radiacion uv.37

2.3. Aplicaciones en el area de la salud.

En cuanto a las aplicaciones que pueden ser objeto los materiales NETDS en el
campo de la biologfa, la farmacia y la medicina, se mencionan las siguientes’:
Marcadores biol6gicos fluorescentes.

Liberacién de farmacos y genes.

Biodeteccion de agentes patdgenos.

Deteccion de proteinas.

Mapeo estructural del ADN.

Ingenieria de tejidos.

Destruccion de tumores por calentamiento (hipertermia).

Separacion y purificacion de moléculas biologicas y de células.

MRI de alto contraste.

Estudios fagocinéticos.

Aunque en fase experimental, existen ya numerosos artefactos de diminutas

dimensiones, entre los cuales se pueden mencionar®®:

Nanobomba: Se trata de una maquina experimental que es capaz de distinguir
entre bacterias y células humanas. Una vez seleccionado su blanco, ataca a la
bacteria hasta acabar con ella y respeta a la célula humana.

Fago T4: Su disefio esta motivado en los virus, dando vida a una sorprendente
maquina que tiene la capacidad de colocar sus patas sobre la superficie de las

bacterias e inyectarles ADN.




c) Nanomotores: llustran un ejemplo de engranaje atomico realizado por un
ordenador. Aunque todavia es tan solo una propuesta teorica, en un futuro no muy
lejano podria ser parte integrante de una maquina microscopica disefiada para
reparar células.

Nanotransportadores: Otra probable aplicacion de la NBTG dentro del campo de la
medicina se decantara por la creacion de minusculos transportadores de gran
eficacia a la hora de transportar farmacos y ADN.

Nanolaboratorio: Constituyen otra apuesta de futuro y frente a los laboratorios
convencionales que ocupan amplias salas, podran disefiarse auténticos centros de

investigacion del tamafio de un microchip.

2.4 Acuasomas.

Como parte de los sistemas NPTS, en las dltimas dos décadas, se ha estado
desarrollando uno que se caracteriza por estar constituido por un nudcleo de
composicion NCTN y un autoensamblaje de uno o varios recubrimientos, el cual
se le ha denominado “ACUASOMA (AQS)”.

Como su nombre lo indica, los AQS son descritos como ‘cuerpos de agua”y

tienen entre sus propiedades ser utilizados como vehiculos de liberacion
controlada de distintas sustancia, proteger, preservar y vectorizar moléculas
biolégicas labiles como polipéptidos y proteinas®! 3% 333435

La elaboracion de AQS consiste en la obtencion o sintesis de un nucleo
nanocristalino inorganico con una superficie modificada covalentemente, una
pelicula de un polihidroxicompuesto y a las moléculas recubiertas se les adsorbe
un farmaco o proteinas>® 3 4

En estos sistemas, los nucleos tienen la caracteristica de proveer, en primer
término, estabilidad estructural, ya que se ha demostrado que utilizando un nucleo
NCTN recubierto con una capa de celobiosa, se ha conseguido liberar antigenos,

proteinas y anticuerpos policlonales para usos terapéuticos, industriales y de

diagndstico, también han facilitado una efectiva liberacion de farmacos en los

organos diana, reduciendo la toxicidad de los mismos.




Algunos ejemplos de lo anterior, se pueden mencionar:

al utilizar un nucleo NCTN de fosfato de calcio recubierto con piridoxal-5-
pirofosfato se ha liberado insulina en pacientes diabéticos y también se ha logrado
liberar la enzima DNAasa.

Otro ejemplo es, la proteccion efectiva en la liberacién biomolecular de moléculas

|abiles como lo es la hemoglobina.

En general, estos sistemas de liberacion NPTS complejos constan de polimeros
simples, mezclas de lipidos complejos o0 materiales ceramicos, que miden
aproximadamente entre 30-50 um de diametro. Al ser sélidos o particulas
recubiertas dispersas en medios acuosos, su mecanismo de accion es controlado
por su superficie. Las modificaciones de la superficie crean una pelicula de
estabilizacién que adsorbe proteinas farmacéuticas con una desnaturalizacion
estructural minima. Por lo anterior, estos sistemas pueden liberar distintos agentes
mediante la combinacion de blancos especificos, proteccion molecular y procesos
de liberacion lenta o controlada®.

Debido a su tamafio y a su inherente actividad de superficie, los AQS pueden
cargarse con cantidades sustanciales de distintos compuestos mediante procesos
no covalentes. Adicionalmente, por su tamafio Yy relativa estabilidad estructural,
también pueden encubrirse para evitar ser filtrados rapidamente por el SRET.

La importancia biologica y farmacéutica de los AQS, radica en el conocimiento en
donde las interacciones agua-proteinas son necesarias para mantener la

conformaciéon de las proteinas, que a su vez son vitales para las actividades

biologicas?*.De manera similar, la presencia de agua afecta a todas las

conformaciones de las proteinas mediante interacciones electrostaticas entre
grupos polares y cargados. Otra propiedad del agua, es que actia como un
flexibilizante que lubrica la dinamica local de las proteinas y brinda en la suficiente
flexibilidad para asumir las conformaciones que -caracterizan los sustratos,
ligandos y antigenos.
De manera general, a un nivel molecular, el agua facilita el reconocimiento
espacial de una molécula por otra, de esta manera se transmite energia e
informacion, se generan productos, se inician respuestas y se construyen las
12




estructuras bioldgicas. Sin embargo, mientras que el agua es vital para la
conservacion de su forma molecular, en el estado acuoso las proteinas no pueden
resistir por mucho tiempo sin sufrir una desnaturalizacion, debido a que se
generan cambios en el medio, como la temperatura, el pH, la presencia de sales y
disolventes, pueden causar la degradacion de la proteina.

Generalmente, las proteinas son estables en estado sélido, sin embargo, para
lograr que éstas se acoplen a un vehiculo de liberacién, se requiere de un proceso
realizado al estado liquido para posteriormente eliminar el disolvente (liofilizado).
Asimismo, varios vehiculos utilizados para la liberacion de proteinas en estado
sélido, al igual que las superficies de los contenedores de almacenamiento,
tienden a inactivar o adsorber a estas al igual que a otros farmacos , lo cual se ha
asociado con la deshidratacién o el secado, que tienden a producir cambios
moleculares conformacionales significativos, por lo que la tecnologia que ha
conducido al desarrollo de los AQS tiene el propésito en particular de lograr un
sistema que permita preservar la integridad conformacional y de la actividad

bioquimica de las macromoléculas®.

2.4.1. El nUcleo inorganico de los Acuasomas.

Para producir los nacleos de los AQS, en la literatura cientifica publicada hasta la
fecha se ha informado el uso de tres tipos de materiales:

6xido de estaiio *.

carbén ceramico NCTN (diamantes) *°.
21,42

brushita (fosfato de calcio dihidratado)

Este ultimo es el ndcleo de mayor interés biolégico debido a su presencia natural
en el cuerpo humano. La brushita, sin embargo es inestable y se convierte en
HAP45’47.

La vinculacion de la HAP con los 6rganos dentarios, explican su amplio uso en la
preparacion de implantes para la liberaciéon de farmacos y al parecer seria “el
mejor e ideal” nucleo para la obtencion de AQS. Sin embargo, para la preparacion
de la HAP se requiere utilizar la técnica de precipitacion-calcinacion directa o por

autoprecipitacion lenta de fluidos corporales simulados™*.
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2.4.2. Hidroxiapatita como nucleo inorgéanico.

La HAP es un biocristal, formado por &tomos de Ca, P y H, de acuerdo con la

formula Caio(PO4)s(OH)2 °*. La HAP estd presente en dientes y huesos

confiriendoles su dureza caracteristica, pertenece a la familia de las apatitas,
presentan una estructura hexagonal®® ***Y % En |a naturaleza las apatitas se
pueden encontrar formando parte de las rocas sedimentarias y metamorficas?>.
En los huesos esta siempre acompafada de estructuras organicas como el
colagéno®. Otras apatitas de importancia biolégica son la fluroapatita y la
cloroapatita®*2°.
Los principales componentes quimicos de la HAP son el calcio y el fosfato. Sin
embargo, la HAP natural contiene porcentajes minimos de Na, Cl, carbonatos y
Mg, los cuales juegan un papel preponderante en la funcién remodeladora del
hueso?’. Por esta razén, no se le considera una apatita pura.
Las HAPS sintéticas que se obtienen a partir de fosfatos dicalcicos y tricalcicos a
través de un proceso de sintesis relativamente simple, presentan una pobre
resistencia mecanica, ademas de disolverse facilmente, lo cual no es deseable
para utilizarla como biomaterial de sustitucion osea®.
La HAP o sus precursores, también se pueden encontrar en exoesqueletos como
el de la estrella de mar Mellita sp, en los corales marinos, en los esqueletos de los
vertebrados, en el esmalte y dentina de los dientes, en especies de bovinos y
porcinos.
La HAP es un biomaterial por excelencia®’. La HAP es un cristal biocompatible que
ha incursionado en la biomedicina como un restaurador, se utiliza en ortopedia,
odontologia y en oftalmologia. En ortopedia ha dado excelentes resultados la HAP
bovina, porcina y humana. Se han probado también precursores como los fosfatos
y carbonatos de calcio sobre todo en la practica odontoldgica.
Sin embargo, se deben considerar aspectos fisicos y quimicos importantes del
comportamiento de la HAP en su aplicacion como biomaterial, tales como la
resistencia, la dureza, la porosidad, la disolucion, la adhesividad entre otras.
La resistencia de la HAP, depende del tamafio del grano, su distribucion,
porosidad y otros defectos MELS, por lo que la HAP ha sido sintetizada por varios
métodos, entre los que se encuentran:
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el quimico-htimedo en solucién acuosa®’.

el sol-gel®® 552,
el hidrotermal®®.

y el método de precipitacion®.

Teniendo en cuenta lo anterior, una nueva generaciéon de materiales porosos
sintéticos de HAP, se han clasificado de acuerdo con el tamafio y la estructura del
poro.?

Este trabajo reporta la elaboracion de HAP sintética mediante dos métodos (sol-
gel y precipitacion) y su posterior caracterizacion, con el fin de determinar con cual
de los métodos utilizados se obtiene un material sintético con mejores propiedades
y similares caracteristicas; como son el tamafio de cristal y la pureza, para ser

utilizado como material inorganico para el nucleo de los AQS.

Figura 4. Estructura cristalina de HAP.

2.4.2.1 Método de Sintesis.
2.4.2.1.1 Precipitacion.

La sintesis de HAP por el método de precipitacion es ventajosa debido a su bajo

costo y simplicidad, en tanto la mayoria de los procedimientos sintéticos presenta
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la formacién de productos no estequiométricos y mezcla de fases, lo que se debe
a la presencia de substituciones ionicas en la red, tales como carbonatos,
hidrégeno-fosfatos, K, Na, nitrato y CI%°.

Los procesos de precipitacion consisten en la adicion de grupos fosfatos a
suspensiones que contengan iones calcio a partir de diferentes reactivos. Los
métodos de precipitacion presentan variables tales como pH, temperatura de
obtencién, concentracion molar de los reactivos, tasa de adicion de reactivos,
tiempo de agitacion, tiempo de envejecimiento y temperatura de calcinacion.

La tasa en la cual los reactivos son adicionados, o sea, el tiempo de goteo, influye
en la tasa de nucleacion de los cristales. La velocidad de goteo esta directamente
relacionada a la cinética de la reaccion, la adicion lenta de iones fosfato
proporciona menor tasa de nucleacion y mayor tasa de crecimiento, lo que implica
la obtencién de particulas mayores; por el contrario, altas tasas de adicion de
reactivos permite la formacién de mayor niumeros de nucleos, mas sin que haya
tiempo suficiente para el crecimiento del cristal.

La formacion de un sodlido implica precipitacion a partir de una solucion y
cristalizacion. Estos dos procesos ocurren simultaneamente si el precipitado es
cristalino. Esta razon puede ser controlada por la variacion de la saturacion de la
solucion y por el tiempo medio de cristalizacion, que tiene como parametros la
temperatura y la tasa de goteo.

La temperatura en la cual la precipitacion se procesa tiene gran importancia en la
fase obtenida y en la conversion de una en otra. El tamafio de la particula y la
morfologia también son influenciados por la temperatura: temperaturas mas altas
permiten la obtencién de polvos mas cristalinos.

El desempefio biolégico de materiales sintéticos para uso biomédico depende de
parametros fundamentales como composicion quimica, morfologia vy
biodegradabilidad. **

2.4.2.1.2. Método de Sol-gel.
El método de sol-gel presenta multiples ventajas entre ellas la alta pureza del

producto, composicion homogénea, baja presion y temperatura de sintesis, el

pequefio tamafio de cristal y su gran area superficial.?® La técnica sol-gel es muy
16




utilizada en la preparacion de muchos compuestos principalmente catalizadores,
por sus multiples ventajas. El principio quimico del método se emplea con muchas
variaciones en reactivos, solventes y temperatura.

Existen muchos reportes bibliograficos sobre el uso de este método en la sintesis
de la HAP y se presenta variedad en los reactivos de partida, pero los mas

utilizados son el P,Os y el Ca(NO3), ¢ 4H,0, utilizando como solvente el etanol

absoluto, debido a que favorece la formacién de un sol mas estable.?

El proceso sol-gel recibe su nombre de la transicion que se produce de una
solucion coloidal a otra, es decir, de sol a un gel, aunque durante el proceso es
muy dificil distinguirlas debido a que las reacciones quimicas se efectlan
consecutivamente. Un sol es una solucién coloidal en la que la fase continua (la
gue se encuentra en mayor proporcion) es una sustancia en estado liquido, y la
fase dispersa (la que se encuentra en menor proporcién) es otra sustancia en
estado sdlido. Por otra parte, un gel también es una solucién coloidal, pero en este
caso la fase continua se encuentra en estado sdlido, mientras que la fase dispersa
se encuentra en estado liquido.

Una vez obtenido el gel, se debe secar para remover la fase liquida, por lo que es
necesario aplicarle un tratamiento térmico. Si éste tratamiento térmico consiste
solamente en el incremento de la temperatura del gel en un horno convencional a
presion atmosférica, entonces, el producto obtenido se conoce como xerogel. En
cambio, si el proceso se realiza en una autoclave a condiciones criticas de presion

y temperatura, el material resultante se conoce como aerogel.?’
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Figura 5. Etapas del proceso Sol-Ge

2.4.2.1.3. Técnicas de caracterizacion.
2.4.2.1.3.1 Difraccion de rayos X (XRD).
La XRD se refiere a la dispersién de los rayos X debida a las unidades de un

sélido cristalino. Gracias a los patrones de dispersion (o difraccion) es posible

deducir el ordenamiento de las particulas en la red sdlida.

Dado que los rayos X son una forma de radiacion electromagnética, y por tanto de
ondas, cabe esperar que manifiesten un comportamiento ondulatorio en
condiciones adecuadas. En 1912, el fisico aleman Max von Laue sugirié
correctamente que debido a que la longitud de onda de los rayos X es comparable
con la magnitud de las distancias que hay entre los puntos reticulares en un cristal,
la red seria capaz de difractar los rayos X. Un patron de difraccion de rayos X es

consecuencia de las interferencias en las ondas asociadas a los rayos X.
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Figura 6. Equipo de difraccion de rayos X348

La figura 10 ilustra el arreglo tipico de los componentes de un equipo de difraccion
de rayos X. El haz de rayos X se enfoca a un cristal montado. Los atomos del
cristal absorben parte de la radiacion recibida y luego la emiten; este proceso se
denomina dispersion de rayos X.

Para entender cdmo se genera un patron de difraccion, se analizara la dispersiéon
de rayos X debida a los atomos de dos paralelos (figura 10). Al principio, los dos

rayos incidentes estan en fase, uno respecto del otro (sus maximos y minimos

coinciden en las mismas posiciones). La onda superior es dispersada, o reflejada,

por un atomo del primer plano, en tanto que la onda inferior es dispersada por un
atomo del segundo plano. Para que estas dos ondas dispersadas entren en fase
de nuevo, la distancia adicional que recorre la onda inferior debe ser un mdaltiplo
entero de la longitud de onda (A) de los rayos X; es decir:

2dsen 6 =nA
Donde 6 es el angulo entre los rayos X y el plano del cristal, y d es la distancia
entre planos adyacentes. La ecuacion 2d sen 6 = nA se conoce como ecuacion de

Bragg en honor de William H. Bragg y sir William L. Bragg.




Haz
incidente
2

-@--0--0--0--0---0--0

Figura 7. Reflexion de rayos X a partir de dos capas de atomos?>2.

La técnica de difraccion de rayos X es el método mas exacto para determinar las

distancias y los angulos de enlace de las moléculas en estado solido. Dado que

los rayos X son dispersados por los electrones.*

2.4.2.1.3.2 Microscopia electrénica de transmision (MET).

En la MET las lentes son electromagnéticas y todo el sistema funciona a alto
vacio. Los microscopios electronicos estan equipados con camaras que permiten
tomar fotografias llamadas micrografias electronicas.

El microscopio electronico utiliza un fino haz de electrones acelerados que, al
impactar con la muestra, genera una serie de sefales directamente relacionadas
con la estructura atomica del objeto investigado. Estas sefales se seleccionan por
separado para generar distintos tipos de imagenes y obtener datos analiticos. En
el MET los electrones transmitidos con y sin dispersién se utilizan para crear
imagenes de transmision convencionales, de campo oscuro y alta resolucion,
revelando la estructura interna de las muestras, tamafio y distribucion de
particulas, su red cristalina, interfases y defectos puntuales de la red atdbmica, etc.
Los rayos X generados son utilizados para estudiar la composicién quimica de la
muestra, pudiendo analizar aisladamente zonas de muy pocas micras e incluso

NMTS. Finalmente, mediante la difraccién de electrones (electrones dispersados
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elasticamente) puede hacerse un detallado estudio cristalografico del material
investigado.

Los microscopios de transmision tienen una capacidad de resolucién de hasta
0.23 nm entre puntos y 0.14 nm entre lineas, lo que permite aplicarlo en multiples
campos de investigacion: biologia vegetal, nuevos materiales, medicina,
farmacologia, arqueologia, control de calidad, investigacion forense, catélisis,
combustibles fésiles, energia solar, biodegradacion de materiales, etc.

Las muestras deben ser siempre representativas del material que se quiere
estudiar. Debe evitarse cualquier tipo de contaminacion previa a la entrega. Es
obligado prevenir de cualquier riesgo que pueda derivarse de las muestras
(radiactividad, inflamables, riesgo biolégico, etc.). Las muestras solidas y secas
pueden venir trituradas, en forma de polvo o en disolucién volatil. Si no es posible
0 no desea moler, la muestra necesitara un proceso previo de mecanizado
mediante corte, pulido y adelgazamiento para poder ser observada en el
microscopio.?

Para poder observar las muestras de HAP en el microscopio de transmision, éstas
se pulverizaron y se depositaron en una rejilla de cobre con recubrimientos de

Formvar y carbon.

2.4.3. Pelicula polihidroxilada de los Acuasomas.

Una serie experimentos microbiolégicos han revelado que la familia de moléculas
conocidas como compuestos hidrocarbonados o polihidroxicompuestos poseen

propiedades antideshidratantes y de conservacion molecular en el estado soélido y

en el estado acuoso, de moléculas bioquimicamente activas® *®>°Y® Es por lo

anterior que los azucares proveen una estabilidad estructural a las proteinas
contra los cambios conformacionales que se pueden presentar durante los
procesos de secado como la liofilizacion™* %,

El mecanismo propuesto para explicar la estabilidad que proveen los azucares a
las proteinas, es que el carbohidrato forma una capa ‘pseudohidratada” con la
superficie del agua de la proteina circundante vy estabiliza la estructura de la

molécula®®.




Habitualmente, los datos aportados hasta el momento apoyan a la presuncion de
gue la actividad bioquimica conformacional especifica se conserva cuando una
molécula bioquimicamente activa es inmovilizada sobre nucleos ceramicos con
polihidroxicompuestos® &,

La familia de los azlUcares que poseen estas propiedades antideshidratantes es
extensa, se les relaciona por su habilidad para formar capas®.

En la liberacion de farmacos, generalmente, la pelicula polihidroxicarbonada se
utiliza para retener las propiedades espaciales del farmaco, lo que sugiere un alto

grado de conservacién molecular y de actividad biologica3! 6263Y ¢4,

2.4.4 Método de preparacion de los Acuasomas.

El método de preparacion de los AQS implica tres pasos.
El procedimiento general consiste en la formacion de un ndcleo inorganico,

seguido por un revestimiento del nucleo con un carbohidrato y finalmente la carga

del farmaco de eleccién (Figura 14).% 12
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Figura 8. Método de preparacion de acuasomas. 11226

2.4.4.1 Formacién de un nucleo inorganico.
Se trata de la fabricacidén de un nucleo de cerdmica y el procedimiento depende de
los materiales seleccionados. Los dos nlcleos ceramicos mas comunes son el

fosfato de calcio y el diamante.

2.4.4.1.1 Autoensamblaje nanocristalino de brushita (fosfato de calcio dihidratado).
Se pueden preparar por precipitacion coloidal y sonicacion por la reaccion de la

solucion de fosfato monobasico de sodio y cloruro de calcio.




La ecuacion para la reaccion es la siguiente:
2 NaH,PO4 ¢H,O + 3 CaCl, = Caz(POy), + 4NaCl + Cl, + 2H,

2.4.4.1.2 Recubrimiento del ndcleo con carbohidratos.
En el segundo paso, los ndcleos de ceramica se recubren con carbohidratos. El

recubrimiento se lleva a cabo mediante la adicion de carbohidratos en una

dispersion acuosa de los ndcleos bajo sonicacion. Estos se someten después a

liofilizacion para promover una adsorcion irreversible de los carbohidratos en la
superficie del nucleo inorganico. El carbohidrato que no es adsorbido es eliminado
por centrifugacion. Los materiales de recubrimiento comdnmente utilizados son

celobiosa, citrato, fosfato de piridoxal-5-, trehalosa y sacarosa.

2.4.4.1.3 Carga del farmaco de su eleccion para el ensamblaje.

La etapa final consiste en la carga del farmaco a las particulas recubiertas por
adsorciéon. Para ello, una soluciébn de concentraciébn conocida de farmaco se
prepara con un buffer de pH apropiado y las particulas recubiertas son
dispersadas en la solucion. La dispersion se mantiene durante toda noche, a baja
temperatura con el fin de obtener la formulacion cargada con el farmaco (es decir,
AQS).lS'

2.4.5 Ventajas de la preparacion de Acuasomas.

El principal objetivo de la preparacion de los AQS es proteger bioactivos.

Los AQS poseen mas ventajas que otros sistemas en la administracion de
farmacos como los profarmacos y liposomas, ya que son propensos a sufrir
interacciones destructivas entre el farmaco y el vehiculo. En los AQS el
recubrimiento de los carbohidratos impide la interaccion destructiva entre los
farmacos y los vehiculos. Los AQS mantienen la conformacion molecular y una
Optima actividad farmacoldgica.

Una molécula activa posee cualidades como una conformacién Unica
tridimensional, libertad de reordenamiento molecular interno que es inducido por
las interacciones moleculares, la libertad de movimiento en masa. Los AQS

contienen estabilizadores naturales como los azlcares polihidroxilados que actian
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como un protector antideshidratante que ayuda en el mantenimiento del agua
como estado y conserva moléculas a partir del cambio del pH en el estado acuoso,

temperatura, disolventes, sales que causan la desnaturalizacién** °>°¢Y7,

2.4.6 Propiedades de los Acuasomas.

Los AQS poseen gran tamafo y superficie activa, por lo tanto, puede ser cargados
de manera eficiente con cantidades sustanciales de agentes a través de enlaces
ionicos, no covalentes, fuerzas de Van der Waals y fuerzas entropicas. Asi las
particulas solidas dispersas en un medio acuoso poseen propiedades fisicas de
los coloides.

El mecanismo de accion de los AQS es controlado por la quimica de su superficie.
Los AQS liberan su contenido a través de una combinacion especifica de su
blanco, el apantallamiento molecular y el proceso de liberacion sostenida. Los
AQS tienen propiedades como las del agua que proporciona una plataforma para
preservar la integridad conformacional y la estabilidad bioquimica de bioactivos.
Los AQS debido a su tamafio y estabilidad estructural, evitan la separacion por el
sistema del reticulo endotelial o la degradacion por otros cambios ambientales.
Los AQS son tipo NPS coloidales biodegradables, por lo tanto se concentraran en

el higado y los musculos. De esta manera, el farmaco se absorbe sobre la

superficie del sistema sin ninguna modificacién como es en el caso de la liberacion

de la insulina, que no podra encontrar ninguna dificultad en el reconocimiento del
receptor del sitio activo de modo que la actividad farmacologica o biolégica puede
ser activada inmediatamente.

Los AQS se caracterizan principalmente por el analisis estructural, tamafio de
particula, y la morfologia. Estos fueron caracterizados estructuralmente mediante
difraccion de rayos-X (DRX) y morfologicamente por la microscopia electronica de
transmision (MET)."

2.5. Molécula modelo.

2.5.1 Prazinquantel.
Es un antihelmintico-antiparasitario de amplio espectro, contra numerosas

especies de cetodos y trematodos, para tratar la esquistosomiasis (Schistosoma
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mansoni, japonicum), y la cisticercosis, Taenia solium, Hymenolepsis nanis,

fascioliasis®® ¥ ®°. Se absorbe en forma rapida y completa (> 80%) luego de su

administracion oral, en especial cuando se ingiere con las comidas. Su solubilidad

en agua a 25 C° es de 0.4 mg/mL"%.

El PZQ actia causando severos espasmos y paralisis a los musculos de los
gusanos. Esta paralisis se acompafia, y muy probablemente causada por un
rapido flujo de Ca*™ en el interior de esquistosoma (gusano). Las alteraciones
morfolégicas es el otro efecto del PZQ'*. Estas alteraciones morfolégicas se
acompafian de un aumento a la exposicion de antigenos del esquistosoma en la
superficie del parasito’. Los gusanos se destruyen por completo a continuacion,
ya sea en el intestino o por la expulsion con las heces.

Algo muy interesante de este farmaco, es que es relativamente ineficaz contra los
esquistosomas juveniles. Al principio es eficaz, pero conforme pasa el tiempo (de
3-4 semanas) esta disminuye, después la eficacia aumenta de nuevo con el
tiempo (6-7 semanas). La glutation S-transferasa (GST), es una enzima de
desintoxicacion esencial en los parasitos helmintos, esta enzima es un objetivo
para el desarrollo de nuevos farmacos contra la esquistosomiasis, los canales
i6nicos de calcio de los esquistosomas son actualmente el unico blanco conocido
del PZQ.

El PZQ sufre una importante biotransformacion metabdlica en el higado
(fenébmeno o efecto de primer paso) y sus metabolitos inactivos, se eliminan por
hidroxilacion. Su vida media plasmatica oscila entre 1 y 1.5 horas, se distribuye
bien en SNC (por eso se indica en la neurocisticercosis), y en mayor parte (> 90%)
se elimina por la orina de horas. El farmaco también se excreta por la leche
materna, por lo que debe evitarse la lactancia durante 3 o 4 dias después de su

administracion.

O

O

Figura 9. Estructura quimica de la molécula de PZQ.




3. Justificacion.

Dado que existen muchos farmacos con baja solubilidad, y esta es clave para
tener una buena biodisponibilidad y se tenga el efecto terapéutico deseado, es
necesaria la investigacion en nuevos vehiculos farmacéuticos para la entrega
oportuna y eficaz de principios activos.

Con descubrimientos y estudios acerca de moléculas biolégicamente activas y
debido a su inestabilidad ante diversos factores como pH, humedad, temperatura,
concentracion de sales y demas, es favorable realizar estudios, descubrir y
evaluar nuevos vehiculos para el transporte, entrega y proteccion de estas
moléculas biolégicamente activas.

Relativamente los nuevos vehiculos de entrega de moléculas terapéuticas, en este
caso los AQS, son de época reciente, menos de 10 afios, dado que existen
estudios de obtencidén y caracterizacion de AQS con diferentes azlcares y
estudios para poder caracterizarlos, algo muy importante es evaluar su
comportamiento en la liberacion del principio activo.

La nanotecnologia esta en potencial crecimiento y en el area farmacéutica es de

gran interés, en un futuro se lograra una mayor eficacia por las amplias ventajas

de estos sistemas NMTS.




4. Objetivos.
4.1 Objetivo General.

Desarrollar AQS cargados de PZQ mediante el uso de HAP como vehiculo de
soporte, incrementar la solubilidad del principio activo y conseguir una liberacién

prolongada o sostenida.

4.2 Objetivos Particulares.

Optimizacién de un método de producciéon de AQS con tamafios de menos de 200
nm a partir de la sintesis de NHAP como nucleo inorganico.
Obtener NPS de HAP como nucleo inorganico para elaborar acuasomas.

Determinar su composicién quimica, estructura y método de sintesis.

Recubrir los nucleos inorganicos de HAP con Manitol, Maltosa y Trehalosa y
adsorber el PZQ.
Obtener AQS cargados con PZQ menor a 1 micra (1-1000 nm).




5. Desarrollo Experimental.

5.1 Materiales y equipo.

-Manitol, Maltosa, Lactosa, Trehalosa, HCI, PZQ, Fosfato de Sodio, Agua
deionizada, Hidroxido de Sodio, Cloruro de Calcio, Acetato de Polivinilo,
Pentadxido de Fosforo, Etanol, Nitrato de Calcio, Fosfato de Calcio, HAP,
Acetona.

-Microscopios electrénico de transmision, espectrofotdmetro, balanza electronica,
parrilla de agitacion mecanica, campana de extraccion, membranas de 0.45 um,

difractor de Rayos X, ultraturrax T-25, liofilizadora Labcom, nanosizer.

5.2 Sintesis del ndcleo inorganico por medio del método de precipitaciéon

y sol-gel.
En esta etapa se sintetizaron nucleos inorganicos de fosfato de calcio e HAP con

la finalidad de observar en cual de las sintesis (precipitacion o sol-gel),

incrementaria la homogeneidad quimica a escala NMT.

5.2.1 Método de sintesis de precipitacion.

5.2.1.1 Nducleo inorganico de fosfato de calcio con el homogeneizador dispersor
ultraturrax t-25.

Este método se divide en 5 etapas: preparacion de las soluciones, mezclado de
las mismas, homogenizacién con el dispersor ultraturrax t-25, filtracion y

liofilizacion.

5.2.1.2 Preparacion de soluciones precursoras.

Se prepararon las mezclas precursoras en vasos de precipitado por separado, en
uno de ellos se disolvieron 3.38g de fosfato de sodio monobéasico en 100mL de
agua deionizada (0.25 M), en otro se disolvieron 4.07g de cloruro de calcio en 50

mL de agua deionizada (0.75 M). En otro vaso de precipitado se disolvieron 8g de

hidréxido de sodio en 100 mL de agua deionizada (2 M), ajustador de pH.

Acetato de polivinilo 0.1%. Se depositaron 100 mL de agua deionizada en un

vaso de precipitado y se calentd hasta llegar a una temperatura de 90° C, se
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adicionaron 100 mg de PVA lentamente y se mantuvo en agitacion magnética
hasta tener una solucion transparente, traslucida y homogénea.

Acetato de polivinilo 1%. Se depositaron 100 mL de agua deionizada en un vaso
de precipitado y se calenté hasta llegar a una temperatura de 90° C, se adicioné
1g de PVA lentamente y se mantuvo en agitacion magnética hasta tener una
solucion transparente, traslucida y homogénea.

Nota: La solucion de PVA (alcohol polivinilico) se dejo enfriar a temperatura
ambiente y se adiciond el fosfato de sodio monobasico, a continuacién se siguio la
metodologia ya mencionada.

Reaccién propuesta para este proceso:

2 NaH,PO,4 ¢ H,0 + 3 CaCl, = Caz(POy4), +4 NaCl + Cl,+ 2 Hy,

5.2.1.3 Mezclado de las soluciones precursoras.

Posteriormente se realizé el mezclado de las soluciones precursoras. Para este
procedimiento se mantuvo la solucion de fosfato de sodio monobasico con
agitacibn magnética y se alcalinizo con la solucion de hidroxido de sodio hasta
llegar a un pH = 10; se le agregd por goted la solucion de cloruro de calcio con la
ayuda de un embudo de separacion a temperatura ambiente y a una tasa de
velocidad de 5mL/min. Después del goteo se obtuvo una soluciéon blanca, no

traslicida y heterogénea.

Se prepararon quince soluciones, cinco de ellas se realizaron sin la adicién de
PVA, otras cinco soluciones se les adicion6 0.1% de Acetato de polivinilo y a las
ultimas cinco soluciones se les adicion6 el 1% PVA. Todo esto con la finalidad de

observar la influencia del PVA como emulsionante.

5.2.1.4 Homogenizacién con el dispersor ultraturrax t-25.

Al concluir la mezcla de las soluciones, se realizé la homogenizacion de cada una
de ellas teniendo como variable la velocidad, la cual se realizé en 5 mil, 10 mil, 15
mil, 20 mil y 25 mil r.p.m. y el tiempo que se llevo acabo cada dispersion fue de 15
minutos. Todo esto con la finalidad de evaluar la manera en que influye la

velocidad del homogeneizador en el tamafio de particula.




5.2.1.5 Homogenizacién con el dispersor ultraturrax t-25.
Lo siguiente fue filtrar las soluciones al vacio con membranas de 0.45um. Las
particulas retenidas en la membrana se conservaron y se secaron a 80° C por 48

horas.

5.2.1.6 Liofilizacion de las muestras.

Al concluir la filtracién de las soluciones, el filtrado se liofilizé durante 48 horas y se
tomo una alicuota para realizar su caracterizacién por difraccién de rayos X de
polvos con la Unica finalidad de tener el conocimiento de que productos se

encontraban retenidos.

5.2.1.7 Nucleo inorgénico de HAP con el sonicador hielscher.
Este método se divide en: preparaciéon de las soluciones, mezclado de las mismas,
sonicacion de la muestra, centrifugacion de la muestra, lavado de la muestra y

secado.

5.2.1.8 Preparacion de soluciones precursoras.

Se prepararon las mismas mezclas precursoras (NaH,PO4, CaCl,, NaOH) que en
el método de sintesis de precipitacion de fosfato de calcio.

Reaccion propuesta para este proceso:

2 NaH,PO,4 ¢ H,0 + 3 CaCl, = Caz(PO,),+ 4 NaCl + Cl, +2 H,

5.2.1.9 Mezclado de las soluciones precursoras.

Se realizé el mismo orden de mezclado de las soluciones precursoras que en el
método de precipitacion para la sintesis fosfato de calcio con la Unica diferencia
gue al adicionar la solucién de hidréxido de sodio a la solucién de fosfato de sodio
monobdésico se alcalinizo hasta llegar a un pH = 12.50

Se prepararon cuatro soluciones, dos de ellas se realizaron con las mismas

condiciones, manteniendo la agitacion magnética durante treinta minutos posterior

al goteo en cada una, y posteriormente se aplico la sonicacion, pero las otras dos

soluciones se sonicaron durante el goteo de la solucion de cloruro de sodio y

después se mantuvo la mezcla en agitacidon magnética durante treinta minutos.
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Todo esto con la finalidad de observar la influencia de la sonicacion en el tamafo

de la particula.

5.2.1.10 Sonicacion de las muestras.

Con lo anterior a las dos soluciones a las que se les aplicé la sonicacion después
de la precipitacion se les aplico un nivel de frecuencia de ultrasonido de 30 y 90
durante 20 minutos al finalizar el goteo de la solucién de cloruro de sodio.

A las otras dos soluciones se les realizé la sonicacién durante la precipitacion que
se gener0 al mezclar las soluciones precursoras y se les aplicé el mismo nivel de
frecuencia que a las dos soluciones anteriores de 30 y 90, estas soluciones ya no
se mantuvieron en agitacion magnética porque se realizé antes de llevar acabo la
sonicacion.

Durante la sonicacion se tratdé de controlar la temperatura de la mezcla a 4° C, sin
embargo por el calor generado al aplicar la frecuencia de ultrasonido, las

soluciones alcanzaron una temperatura de 20°C como maxima.

5.2.1.11 Centrifugacion de las muestras.
Después de concluir la sonicacién de las soluciones, se llevd a cabo la

centrifugaciéon durante una hora, a una velocidad de 15,000 r.p.m. y a una

temperatura de 4° C. Se aplico este tiempo de centrifugacién con la unica finalidad

de favorecer la sedimentacion de las particulas mas pequefias y facilitar los

lavados.

5.2.1.12 Lavado de las muestras.
A continuacion, se desecho el sobrenadante del pellet formado y se realizaron

tres lavados con agua deionizada, con la finalidad de retirar las sales formadas.

5.2.1.13 Secado de las muestras.

Finalmente se secaron las muestras a una temperatura de 80° C por 48 horas, con
la finalidad de evaporar el exceso de agua y posteriormente se pulverizaron las
muestras con un mortero. Dichas muestras se caracterizaron con difraccion de

rayos X.
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5.2.2 Metodologia de sintesis del nacleo inorganico de HAP por medio del proceso
de sol-gel.

Este método se divide en: preparacion de soluciones precursoras, mezclado de las
mismas, secado de la mezcla resultante, calcinacion de la muestra y lavado de los

polvos.

5.2.2.1 Preparacion de soluciones.

Se prepararon las mezclas precursoras en vasos de precipitado por separado, en
uno de ellos se disolvieron 4.26 g de pentéxido de fésforo en 88 mL de etanol (0.4
M), y en el otro se disolvieron 23.6 g de nitrato de calcio en 292 mL de etanol (0.35
M), manteniéndolas en agitacion mecanica a temperatura ambiente hasta que
cada una de ellas se observd homogénea.

A continuacién se presenta la reaccion para este proceso:

3 P,0s5 ¢ H,O + 10 Ca(NOg), ¢ 4H,0 + 3 CH3CH,OH —» Ca;0(PO4)s(OH), + 20
NO, + CO;, + 2 CO + 48H,0

5.2.2.2 Mezclado de precursores.

Al concluir la preparacién de las soluciones, el siguiente paso fue la mezcla de los
precursores. Para ello, se mantuvo la disolucion de nitrato de calcio en agitacion

magnética y se le agregd por goteo la disolucion de pentoxido de fosforo con la

ayuda de una bureta, a temperatura ambiente y a una tasa de 10mL/min. Se

obtuvo una solucion blanquizca, no traslicida y heterogénea. Se mantuvo la
agitacibn magnética durante la hora posterior al goteo. Solo se obtuvo una

solucioén.

5.2.2.3 Secado de las muestras.

El siguiente paso del proceso fue dejar secar la solucion resultante, la cual se
mantuvo en agitacion mecanica y se incremento la temperatura de la mezcla a 56°
C manteniéndola durante 48 horas, con la finalidad de evaporar el etanol de la

solucioén.




5.2.2.4 Calcinacién de la muestra.

Al concluir el secado, se obtuvieron espumas color blanco con alta porosidad y
amorfas las cuales se pulverizaron en el mortero hasta obtener polvos.
Posteriormente se realizo la calcinaciéon a una velocidad de calentamiento de 4° C
/min hasta llegar a una temperatura de 700° C manteniéndola durante 2 horas y se
retird la muestra hasta enfriar a temperatura ambiente. La calcinacion tuvo la
finalidad de promover la formacién de los cristales de HAP.

Después de la calcinacién, se pulverizd la muestra con el mortero hasta obtener
polvos (Figura 10) y se tomO una alicuota para realizar la caracterizacion de

difraccién de rayos X y microscopia electrénica de barrido.

Figura 10. Muestra de la HAP al finalizar la calcinacion.

5.2.2.5 Lavado de los polvos.

Al realizar la prueba de difraccién de rayos X, se observé en los difractogramas la

presencia de 6xido de calcio, que se elimind con dos lavados vy filtrados de las
muestras con agua destilada. Al finalizar el lavado se obtuvo una muestra en
forma de pasta, por lo que se puso a secar 90 minutos a una temperatura de 120°
C con la finalidad de evaporar el exceso de agua y obtener las muestras
pulverizadas. Se realizé difraccion de rayos X, para observar el efecto de los

lavados con agua destilada en la muestra.




5.2.2.6 Recubrimiento de los nucleos inorganicos de HAP con Lactosa

monohidratada y Manitol.

En esta etapa se recubrieron los nudcleos inorganicos de HAP con lactosa

monohidratada y manitol para formar una pelicula superficial polihidroxicarbonada.

5.2.2.7 Preparacion de las soluciones.

Se prepararon dos soluciones en vasos de precipitado por separado, en uno de
ellos se disolvieron 1.08 g de lactosa monohidratada en 100mL de agua destilada
(0.03 M), y en el otro se disolvieron 0.54 g de manitol en 100mL de agua destilada
(0.03 M), manteniéndolas en agitacion mecénica a temperatura ambiente hasta
gue cada una de ellas se observara homogénea.

Se prepararon dos dispersiones de HAP de 1 mg/mL, a una dispersion se le
adicion6 100 mL de lactosa 0.03M y a la otra dispersion 100mL de manitol 0.03M;
y se mantuvieron con agitacion magnética durante 90 minutos cada solucién, para
formar la pelicula superficial polihidroxicarbonada sobre los ndcleos inorganicos de
HAP.

La dispersion resultante se filtro al vacio con membranas de nitrocelulosa de 0.22
um, para eliminar las particulas de mayor tamafio o exceso de algun producto.
Como resultado de lo anterior cada dispersion se liofilizé y posteriormente se
realizé difraccion de rayos X, para observar el efecto de cada hidrato en las

dispersiones de HAP.

5.3 Nucleos de fosfato de calcio recubiertos con diferentes azlcares.
Los nucleos inorganicos de fosfato de calcio se recubrieron con una pelicula

superficial de 3 diferentes carbohidratos, los cuales son: Manitol, Maltosa y

Trehalosa respectivamente, mediante soluciones de cada uno de estos azUcares

al 0.03 M, 0.06 M y 0.09 M, después se adicionaron a las dispersiones de 10
mg/mL de los nudcleos inorganicos (para la dispersion de los nucleos se utilizaron
50 mg de nucleos inorganicos en 5 mL de agua desionizada).

Se aplicod agitacion mecanica media durante 120 minutos para formar la pelicula
superficial, se liofilizo hasta obtener el solido correspondiente, aqui teéricamente

se formaron los AQS sin cargar.
34




5.3.1 Adsorcién del farmaco.

Para la adsorcion del PZQ sobre la pelicula superficial de cada uno de los
carbohidratos depositados en los nucleos inorganicos de fosfato de calcio, se
elaboraron soluciones saturadas de PZQ con Acetona (se peso 281.100 mg de
PZQ, se adicion6 en 10 mL de Acetona y agitando mecanicamente, con esto se
obtuvieron soluciones 0.09 M de PZQ en 10 mL con Acetona), las soluciones de
PZQ se mezclaron con las dispersiones de los polvos obtenidos (AQS sin cargar,
el polvo obtenido para cada sistema se dispersé en 5 mL de agua deionizada),
agitando mecénicamente de manera moderada durante 120 minutos para
adsorber el farmaco (PZQ) a los AQS, se secO a temperatura ambiente con ayuda
de una campafa de extraccion.

Se determiné el tamafio de particula agregando 50 mg de los polvos obtenidos en
3 mL de agua destilada.

5.3.2 Preparacién de soluciones de azucares.

Para preparar las soluciones de:

-Manitol: Se llevaron al aforo de 10 mL con agua deionizada: 0.0546 g, 0.1093 g y
0.1639 g de Manitol (C6H1406, Masa Molecular: 182.172 g/mol) para obtener
soluciones 0.03 M, 0.06 M y 0.09M respectivamente.

-Maltosa: Se llevaron al aforo de 10 mL con agua deionizada: 0.1026 g, 0.2053 g y
0.3080 g de Maltosa (C12H22011, Masa Molecular: 342.29 g/mol) para obtener
soluciones 0.03 M, 0.06 My 0.09 M respectivamente.

-Trehalosa: Se llevaron al aforo de 10 mL de agua deionizada: 0.1134 g, 0.2269 g
y 0.3404 g de Trehalosa Dihidratada (C12H22011*2H20, Masa Molecular: 378.29

g/mol) para obtener soluciones 0.03 M, 0.06 My 0.09 M respectivamente.

5.4 Perfiles de disolucion.

5.4.1 Curva de calibracion.

Para la curva de calibracion se tomé como referencia la farmacopea de los

estados unidos mexicanos (FEUM) 11**
en el MGA 0291 Disolucién, Aparato 2 Q=75% para el PZQ™, en donde

mencionan como preparar el medio de disolucidon para someter a pruebas de
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disolucion tabletas de PZQ, el cual se necesitan 2 g de LSS llevarlos a un matraz
volumétrico de un litro, disolver y aforar con solucion de HCI 0.1 N.
Las concentraciones para la curva de calibracion fueron desde 0 hasta 1.200

(mg/mL).

1.4

e
o)

y = 0.9694x + 0.0262
R2=0.9918

Absorbancia.
()
Y

o
s

0.6 0.8
Concentracion (mg/mL).

Figura 11. Curva de calibracion.

Para una tableta de 600 mg de PZQ que se somete a prueba de disolucién con

900 mL medio de HCI 0.1 N, su concentracion es 0.6666 mg/mL, si a esta

concentracion la multiplicamos por 50 mL ( es el volumen que ocupa un vaso de

un equipo recirculador de agua a temperatura constante 37 °C), el resultado es
33.3333 mg de PZQ, es por ello que se tomo la decision de pesar el equivalente a
30 mg de PZQ, lo equivalente a 30 mg de PZQ en mezclas fisicas y en los AQS
cargados de farmaco:

-Calculos:

Para el PZQ se pes6 30 mg de este farmaco, debido a que esta puro.

Para las equivalencias de como fue que se tomo tanto para el AQS cargado y su

mezcla fisica respectiva, se realizara un ejemplo de calculo:




AQS de Manitol (0.03 mol azucar/0.09 mol PZQ):

En el AQS existen tres componentes (HAP, PZQ, Manitol), los cuales estan
presentes en 50, 281.1 y 54.6 mg respectivamente.

La masa total del AQS es 385.700 mg lo que equivale al 100% del peso en el
sistema:

385.7 mg AQS----100% Sistema.

50 mg HAP 12.9634% HAP en el sistema.

281.1 mg PZQ 72.8840% PZQ en el sistema.

54.6 mg Manitol 14.1560% Manitol en el Sistema.

12.9634, 72.8840 y 14.1560 es el porcentaje que ocupan la HAP, el PZQ vy el
Manitol respectivamente en el sistema.

Debido a que deseamos tener 30 mg de PZQ en los perfiles de solubilidad
tenemos que calcular la equivalencia que necesitamos pesar para obtener esos 30
mg.

385.7 mg AQS Manitol
281.1mg PZQ

(30mg PZQ) = 41.16 mg AQSManitol

Las cantidades equivalentes para los demas sistemas se calculan de la misma
manera, teniendo en cuenta el porcentaje de los componentes del sistema, en las
tablas que se encuentran en el anexo se resumen.

Cabe mencionar que son las mismas cantidades a pesar para los casos de las
mezclas fisicas, las cuales se obtuvieron al pesar las cantidades de todos los
componentes para los sistemas, solo que como su nombre lo dice son mezclas

fisicas que no se sometieron a algun proceso mas que el mezclado fisico.

Después de pesar se sometié a pruebas de disolucion por un intervalo de 0 a 60

minutos, utilizando 50 mL de medio de disolucion (LSS-HCI 0.1 N), a tiempos de
10, 15, 20, 30,45 y 60 minutos, se tomaban 4 mL, se filtra 1 mL el cual se desecha
y se ponia el restante una vez filtrado en filtros de pirinola en un tubo de ensayo
para después medir su absorbancia a una longitud de onda de 263 nm, se
reponian los 4 mL de muestra. El blanco es el medio de disolucion.




AQS cargados con PZQ.
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6. Resultados y Discusion.

6.1 Difraccidn de Rayos X de polvos del niicleo inorgénico.

Los patrones de difraccion de rayos X de los polvos analizados fueron obtenidos

en un difractrémetro Bruker-D8 Advance con una radiacion CuKa (A=1.554 A). Las

mediciones se realizaron en el intervalo angular de 20° a 80° en 206 (picos

caracteristicos de la HAP).
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Figura 13. Difractograma de rayos X de las muestras sin PVA. (5, 10, 20 y 25 mil, rpm).

En la figura 13 de acuerdo con los patrones de difraccion obtenidos de las
muestras que no se les adiciond PVA, no se observo la presencia de HAP. En los
patrones de difraccibn podemos observar la presencia de fosfato de calcio, que es
un mineral presente en un 70% en los huesos que esté constituido por HAP.

Otro material encontrado en un pequefio porcentaje (3.2%) es el cloruro de sodio,

gue es un mineral utilizado como medicamento, ya sea en enfermedades por
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exceso o déficit de este compuesto, otro de sus usos frecuentes es en la industria

alimentaria como conservador.

Exparimental pattern: 0.19%PVA25
86-900-7307) Ca D5 06 P, Brushite (deuterated) | 90.4%)

[96-900-1234] Ca5 H 013 P3 Hydroxylapatite { D.6%)

T T T T T T 1 T L 1 T T
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 80.00 85.00
Cu-Kal {1.540600 A)

Figura 14. Difractograma de rayos X de la muestra con 0.1% PVA. (25 mil, rpm).




Experimental pattern: 0.1%PVA 10
[96-900-7620) Cad4 H4 016 P4 Monetite | 83.0%)
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Figura 15. Difractograma de rayos X de la muestra con 0.1% PVA. (10 mil, rpm).




Expermental pattern: 1%PVAS
[86-900-7620] Cad H4 Q16 P4 Monetite | 86.4%)
[#6-801-1084] Ca5 H 013 P3 Hydroxylapatite { 13.6%)

— ‘ il ||I ! Ll
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5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 50.00 65.00
Cu-Kad (1.540800 A)

Figura 16. Difractograma de rayos X de las muestra con 1% PVA. (5,10 mil, rpm).

En los patrones de difraccién obtenidos de las muestras (Figuras 15 y 16) a las
cuales se les adiciono 0.1% de PVA, se observa la presencia de brushita, que es
un tipo de fosfato de calcio empleado en la industria como un retardante del fuego,
otro material presente es la monetita (figura 15 y 16) la cual es resultado de la
fosfatacion de las rocas sedimentarias y también tenemos presencia de HAP

(figura 15 y 16) en un bajo porcentaje (9.6%).




Experimental pattern: Sonico.pH12 80PUL

Expermental pattern: Sonice.pH12.30PUL
[26-901-1082] Ca5 H 013 P3 Hydroxylapatite £100.0%)

T T T T T T I : . : L || | , || o
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00 B5.00
Cu-Ka1 (1.540800 A)

Figura 17. Difractograma de rayos X de las muestras con sonicador.

En los patrones de difraccion obtenidos de las muestras (Figura 17) en las cuales
se utilizé el sonicador, podemos observar que en efecto al aumentar el pH (pH=12)
de la solucién favorece la formacién de la HAP, esto se debe a que el fosfato
monobasico de sodio tiene un pKa de 12.6 y por lo tanto, al hacer una solucion

mas bésica se favoreceran los aniones (H,PO, ).




Expermental pattern: HAP.Cal
86-900-2216) Ca5 H2 013 P3_Hydroxylapatite | 97.8%)

T |
| unadlibodadd M1
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Cu-Kal (1.540598 A)

Figura 18. Difractograma de rayos X de la muestra de la sintesis de sol-gel.

De acuerdo con los patrones de difraccion obtenidos de la muestra que se realizo
por método sol-gel, podemos observar que en la figura 18 hay un material que es
el oxido de calcio (2.2%), que es detectado por el difractometro, y esto significa
gue se encuentra en la proporcion suficiente para causar algun tipo de toxicidad y
provocar irritacion en los tejidos, por lo tanto, se realizan lavados con agua
destilada por la alta solubilidad en ésta, logrando obtener HAP en su totalidad
(Figura 19).




Experimenial pattern: SOL-GEL. HAP
[88-900-2214] Ca5 H O13 P3 Hydroxylapatite (100.0%)

] | | | [ L | | | | il | | I il | B
25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 80.00 85.00 70.00 75.00 .00
Cu-Ka1l (1.540588 A) Ztheta

Figura 19. Difractograma de rayos X de la muestra de la sintesis de sol-gel posterior al

lavado.

Solo se tomaran los patrones de difraccion de la figura 19 para continuar con el
estudio de las muestras, es decir en las cuales se obtuvo HAP en un 100%, esta
eleccion se baso6 en la importancia que tiene este cristal en la biomedicina como
restaurador, ya que es el principal componente en el soporte de los tejidos por su
actividad continua remodeladora.

Para calcular los parametros red de cada una de las muestras obtenidas y
tomando en cuenta la forma hexagonal de la HAP, se utilizdé la férmula de
Scherrer.




p-_KA_
pcosd

D es el tamafio medio de los dominios ordenados.

K es el factor de forma tiene un valor tipico de aproximadamente 0.9, pero varia
con la forma real del cristalito. HAP 0.94.

A es la de rayos X de longitud de onda. 1.5406 A

B es la ampliacion de la linea a la mitad del méximo de intensidad ( FWHM ).

0 posicion de pico.

Se tomaron como referencia los picos ubicados en 28 = 43", debido a que son los
picos singuletes con mayor intensidad.

En la tabla 15 y en la tabla 16 (ver anexo) se muestran los tamafos de los
cristales obtenidos usando la férmula de Scherrer para cada muestra.
Comparando los pardmetros de red obtenidos experimentalmente de ambas
muestras, podemos observar que el tamafio promedio de los cristales de la
muestra que fue sintetizada por el método sol-gel fue de 40.395nm, debido a que
hay una mayor area superficial para la adsorcion sobre el nucleo inorganico, fue la
muestra de HAP que se recubrié con los carbohidratos.

También se puede observar que el lavado es Util para la eliminacion del 6xido de
calcio y no promueve la formacién de nuevas fases, dado que la diferencia entre
cada difractograma radica en la presencia o ausencia de los picos que son

caracteristicos del 6xido de calcio.




6.2 Difraccion de Rayos X de polvos del recubrimiento de los nucleos
inorganicos.

En las figuras 20 y 21 de acuerdo con los patrones de difraccidn obtenidos
podemos observar que en efecto, las dispersiones de HAP a las cuales se le
adiciono la solucién de lactosa y manitol presenta los picos caracteristicos de cada
uno de los compuestos, esto quiere decir que las muestras mostraron un cambio
en la superficie expuesta a los rayos X.

Experimental pattern: HAPLAT
[56-900-2214] Ca5 H 013 P3 Hydroxylapatite

T T T T T
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00 65.00
Cu-Ka (1.5418T4 A) Ztheta

Figura 20. Difractograma de rayos X de HAP con lactosa.




Experimental pattern: MANIZS

[96-501-1093] Ca5 H 013 P3 Hydroxylapatite
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Cu-Ka (1.541874 A) 2theta

Figura 21. Difractograma de rayos X de HAP con manitol.

Nuevamente se utilizé la formula de Scherrer para el calculo del tamafio de los
cristales y se tomaron en cuenta los mismos picos que en la sintesis del nucleo
inorganico debido a que son los singuletes con mayor intensidad de la HAP.

En las tablas 17 y 18( que se ubican en el anexo) , se muestran los parametros
gue se obtuvieron de la HAP recubierta con lactosa y manitol, comparando el
tamafio promedio de las muestras podemos observar que en la muestra de
manitol tenemos un tamafo de 156.65 nm y en la muestra de lactosa es de 170.65
nm, es decir el tamafio de ambas muestras se encuentra en un tamafio menor de

200 nm, la ventaja de haber obtenido tamafios menores a 200 nm es poder lograr

una administracion controlada y especifica de farmacos hacia 6rganos o tejidos de

un dificil acceso, ya que hay compartimientos del cuerpo o algunos receptores que
miden de 100 a 300 nm, por lo tanto es un tamafio idoneo para poder transportar

macromoléculas como proteinas.




6.3 Microscopia electronica de transmision.

Las micrografias de transmisibn de electrones fueron obtenidas con un
microscopio marca Joel modelo JEM-1200EX en campo claro a 10 y 15 kV. En
cuanto a la morfologia, en general, se presentan particulas uniformes.

En las tabla 15 se observan particulas de aproximadamente 151.926 nm de la
sintesis de precipitacion de HAP y en la tabla 16, de aproximadamente 40.395 nm
de la sintesis de sol-gel de HAP. Estos valores son el tamafio promedio de los
cristales calculados con la formula de Scherrer y son congruentes con las
micrografias de la figura 22 y de la figura 23, lo que nos indica que las particulas y
los cristales son del mismo tamafio. El tamafio de la HAP por la sintesis de sol-gel

favorece a la formacion de los acuasomas por tener mayor area superficial.

20 pm

Highrvaci SiSEl PC-std." 10/ kV x1000"% 2/9/2016. 000421
HA-n

Figura 22. Microscopia de electrénica de transmision de HAP sintetizada por el método

de precipitacion.




10fpm
High-vac. SEIl PC-std. 45 kV x 2000 2/9/2016) 000124
HA-n

Figura 23. Microscopia de electrénica de transmision de HAP sintetizada por el método

sol-gel.

20 pm
High-vac. SEI' PC-std. 45kV, x 1000 2/9/2016,, 000122
HA:=n

Figura 24. Microscopia de electrénica de transmisién muestra HAP con lactosa.




20 pm
High-vac. SEI PC-std. 15kV x 1500 2/9/2016; 000423
HA-n :

Figura 25. Microscopia de electrénica de transmision muestra HAP con manitol.

En la tabla 17 se observan particulas de HAP recubiertas con lactosa con un

tamafio aproximadamente de 170.652 nm y en la tabla 18 tenemos particulas de

HAP recubiertas de manitol de aproximadamente 156.653 nm; de igual forma
estos valores son el tamafio promedio de los cristales calculados con la formula de
Scherrer y son congruentes con las micrografias de la figura 16 y de la figura 25,
lo que nos indica que las particulas obtenidas de ambos recubrimientos se
encuentran dentro del tamafio deseado de 200 nm, cosa que no sucede en la

figura 22.




6.4 Tamarfo de Particula.

Telricamente esperamos que al aumentar la cantidad del azUcar aumente el
tamafio de particula de los AQS correspondientes, para el caso del Manitol y la
Maltosa esto no sucede, para el Gnico caso que esto se cumple es para la
Trehalosa, obteniéndose tamarios de 46.43, 570.30 y 659.90 nm respectivamente.
Cabe mencionar que los tamarfios de los AQS estan aun de la escala nanométrica
(1-1000 nm) con esto podemos comprobar que es posible diseifiar NPS con

tamafo en esta escala (ver tabla en el anexo).

6.5 Curva de calibracion.
La curva de calibracién nos ayuda a encontrar la concentracién de cada muestra

en determinado punto de tiempo, esta curva que se construyo es lineal debido a

que tiene una R? de 0.9918 que lo ideal es tener una R*de 0.9999 teniendo una

diferencia de 0.0081, con lo cual se puede aceptar el uso de esta ecuacion
y=0.9694x + 0.0262 para determinar la concentracion del farmaco haciendo los

calculos matematicos correspondientes.

6.6 Perfiles de disolucion.
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Figura 26. Perfiles de disolucién del PZQ, Mezcla fisica de Manitol 0.03 M y Acuasomas
de Manitol 0.03 M.




En la figura 26 se muestra el comportamiento que tienen el PZQ, la MF y el AQ de
Manitol 0.03 M, podemos observar que la solubilidad del PZQ aumenta pero

después baja a partir del minuto 15, la mezcla fisica aumenta la solubilidad

respecto al PZQ, pero dicha solubilidad se mantiene constante a través del tiempo,

para el caso del AQ la solubilidad aumenta, llegando a un maximo pero esta se va
declinando y aumenta en el minuto 45.

Para los perfiles de PZQ y MF no existe la formacién de AQS y esto es légico ya
que no se les dio el tratamiento correspondiente, pero la presencia del Manitol en
la mezcla fisica funcionaria como un cosoluto que favorece la disolucion y es por
ello que aumenta la solubiludad del farmaco en el sistema en comparacion con el
de PZQ, para la formacion de estos sistemas, pero tampoco para el caso de los
“‘AQS” de manitol, a pesar de seguir la metodologia para la elaboracién de estos,
el perfil no cuenta con el comportamiento que en teoria se espera, el cual es un
perfil de liberacion sostenida o prolongada, lo que quiere decir que no hubo las
interacciones necesarias entre las moléculas que conforman al “AQ”, para formar

dicho sistema.
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Figura 27. Perfiles de disolucion del PZQ, Mezcla fisica de Maltosa 0.03 M y Acuasomas
de Manitol 0.03 M.




En la figura 27 se muestra el comportamiento que tienen el PZQ, la MF y el AQ de
Maltosa 0.03 M, podemos observar que la solubilidad del PZQ aumenta pero
después baja a partir del minuto 15, la mezcla fisica aumenta la solubilidad
respecto al PZQ y por encima del AQ, pero dicha solubilidad se mantiene
constante a través del tiempo, para el caso del AQ la solubilidad aumenta respecto
a la del PZQ pero por debajo de la MF, llegando a un maximo pero esta se va
declinando y aumenta en el minuto 45.

Estos comportamientos son similares a los del caso anterior y se pueden explicar

de la misma manera.
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Figura 28. Perfiles de disolucién del PZQ, Mezcla fisica de Trehalosa 0.03 My

Acuasomas de Trehalosa 0.03 M.

En la figura 28 se muestra el comportamiento que tienen el PZQ, la MF y el AQ de
Trehalosa 0.03 M, podemos observar que la solubilidad del PZQ aumenta pero
después baja a partir del minuto 15, la mezcla fisica aumenta la solubilidad
respecto al PZQ, pero dicha solubilidad se mantiene constante a través del tiempo,
para el caso del AQ la solubilidad aumenta, llegando a un maximo y se declina en
el minuto 20.

Estos comportamientos son similares y se pueden explicar de la misma manera

que los casos anteriores.
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Figura 29. Perfiles de disolucion del PZQ, Mezcla fisica de Manitol 0.06 M y Acuasomas
de Manitol 0.06 M.

En la figura 29 se muestra el comportamiento que tienen el PZQ, la MF y el AQ de
Manitol 0.06 M, podemos observar que la solubilidad del PZQ aumenta pero

después baja a partir del minuto 15, la mezcla fisica aumenta la solubilidad

respecto al PZQ, pero dicha solubilidad se mantiene constante a través del tiempo,
para el caso del AQ la solubilidad aumenta, llegando a un maximo pero esta se va

declinando.

Estos comportamientos son similares y se pueden explicar de la misma manera

gue los casos anteriores.
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Figura 30. Perfiles de disolucion del PZQ, Mezcla fisica de Maltosa 0.06 M y Acuasomas
de Maltosa 0.06 M.

En la figura 30 se muestra el comportamiento que tienen el PZQ, la MF y el AQ de

Maltosa 0.06 M, podemos observar que la solubilidad del PZQ aumenta pero

después baja a partir del minuto 15, la mezcla fisica aumenta la solubilidad

respecto al PZQ, pero dicha solubilidad baja y a partir del minuto 20 permanece
constante a través del tiempo, para el caso del AQ la solubilidad aumenta
ligeramente a través del tiempo, pero mostrando una liberacion sostenida o
prolongada.

Estos comportamientos son similares y se pueden explicar de la misma manera
gue los casos anteriores, pero para el caso de los “AQS” de Maltosa, podemos
aseverar que hubo la formacion de estos sistemas debido al comportamiento en el
perfil de solubilidad que mostrd, ya que para estos sistemas se espera un perfil de
liberacion prolongada o sostenida, aunque es ligero el cambio en la solubilidad
muestra este comportamiento, lo que quiere decir que hubo las interacciones
necesarias entre las moléculas que conforman al “AQ”, para formar a dicho
sistema, para lo cual existe una disminucién en el tamafio de particula lo que

conlleva al aumento del area superficial, que aumenta la solvatacién y es asi que




podemos explicar el aumento de la solubilidad, ademas de la formacion del

sistema formado.
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Figura 31. Perfiles de disolucién del PZQ, Mezcla fisica de Trehalosa 0.06 My

Acuasomas de Trehalosa 0.06 M.

En la figura 31 se muestra el comportamiento que tienen el PZQ, la MF y el AQ de
Trehalosa 0.06 M, podemos observar que la solubilidad del PZQ aumenta pero
después baja a partir del minuto 15, la mezcla fisica aumenta la solubilidad
respecto al PZQ, pero dicha solubilidad se mantiene constante a través del tiempo,
para el caso del AQ la solubilidad aumenta, mostrando un perfil de solubilidad
sostenida o prolongada, a pesar por estar por debajo de los perfiles de PZQ y de
la MF, cruzando el primer perfil mencionado aproximadamente a los 37 minutos y
en algun momento cruzara el segundo perfil mencionado si se continuara la
medicidn a través del tiempo

Estos comportamientos son similares y se pueden explicar de la misma manera
gue los casos anteriores, pero para el caso de los “AQS” de Trehalosa, si existe la
formacion de estos sistemas, ya que su perfil de solubilidad muestra un

comportamiento de liberacion prolongada o sostenida que es lo que se espera

para este tipo de sistemas, lo que quiere decir que no hubo las interacciones

necesarias entre las moléculas que conforman al “AQ”, para formar a dicho
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sistema, ademas de esto se aumentd el area de contacto o superficial que
conlleva a un aumento de la solubilidad por la disminucién del tamafio de particula

con lo que se favorece la solvatacion.
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Figura 32. Perfiles de disolucion del PZQ, Mezcla fisica de Manitol 0.09 M y Acuasomas
de Manitol 0.09 M.

En la figura 32 se muestra el comportamiento que tienen el PZQ, la MF y el AQ de
Manitol 0.09 M, podemos observar que la solubilidad del PZQ aumenta pero
después baja a partir del minuto 15, la mezcla fisica tiene la solubilidad similar
respecto al PZQ, los perfiles son muy parecidos y podemos afirmar que debido a
gue son casi idénticos no se formo el sistema ni el Manitol actia como un cosoluto
con lo cual no se favorecio la solubilidad del principio activo, para el caso del AQ la
solubilidad aumenta, llegando a un maximo pero esta se va declinando a través
del tiempo.

Estos comportamientos son similares y se pueden explicar de la misma manera

gue los casos anteriores donde se muestra un comportamiento similar a estos.
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Figura 33. Perfiles de disolucion del PZQ, Mezcla fisica de Maltosa 0.09 M y Acuasomas
de Maltosa 0.09 M.

En la figura 33 se muestra el comportamiento que tienen el PZQ, la MF y el AQ de
Maltosa 0.09 M, podemos observar que la solubilidad del PZQ aumenta pero
después baja a partir del minuto 15, la mezcla fisica y el AQ tiene un
comportamiento similar al PZQ, pero ambos perfiles estan por debajo de la
solubilidad del PZQ, ademas que son similares entre ellos y va decreciendo dicha

solubilidad a través del tiempo, podemos explicar estos comportamientos de la

siguiente manera, al existir Maltosa en gran proporcion esta interfiera en el

proceso de solubilidad y en vez de favorecer la solubilidad del principio activo

tenga un efecto contrario.
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Figura 34. Perfiles de disolucion del PZQ, Mezcla fisica de Trehalosa 0.09 My

Acuasomas de Trehalosa 0.09 M.

En la figura 34 se muestra el comportamiento que tienen el PZQ, la MF y el AQ de
Trehalosa 0.09 M, podemos observar que la solubilidad del PZQ aumenta pero
después baja a partir del minuto 15, la mezcla fisica tiene un comportamiento muy
similar al del PZQ, , los perfiles son muy parecidos y podemos afirmar que debido
a que son casi idénticos no se formo el sistema ni la Trehalosa actia como un
cosoluto con lo cual no se favorecio la solubilidad del principio activo, para el caso
del AQ la solubilidad aumenta, a pesar de estar por debajo de los perfiles de PZQ
y MF, el comportamiento es una liberacion sostenida y prolongada, se podria
seguir este comportamiento a través del tiempo para observar que sucede, lo mas
probable es que en algin momento cruzard los comportamientos antes
mencionados.

Los “AQS” de Trehalosa, cuenta el perfil con el comportamiento que en teoria se

espera, el cual es un perfil de liberacion sostenida o prolongada, lo que quiere

decir que hubo las interacciones necesarias entre las moléculas que conforman al

“‘AQ”, para formar a dicho sistema, ademas de que se disminuy6 el tamafio de
particula, lo que conlleva a un aumento del area de contacto que ademas favorece

la solvatacion y por ende se aumenta la solubilidad.
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Figura 35y Figura 36. Perfiles de disolucién de PZQ, Acuasomas de Manitol y Mezclas
fisicas correspondientes.

En las figuras 35 y 36 se comparan los perfiles de solubilidad del PZQ, de los AQS
del Manitol y sus MF’S correspondientes en sus concentraciones de 0.03 M, 0.06
My 0.09 M, en el caso de los AQS 0.03 y 0.06 M podemos observar que la
solubilidad aumenta en comparacion al AQS 0.09 y del PZQ, para estos dos
ultimos los perfiles que son muy parecidos, podemos afirmar que debido a que son
casi idénticos no se formo el sistema ni el Manitol actia como un cosoluto con lo
cual no se favorecio la solubilidad del principio activo, en cambio para los dos
primeros perfiles la solubilidad aumenta respecto al perfil del PZQ, podemos
afirmar que el Manitol actia como un cosoluto y es por ello que se aumenta la
solubilidad del principio activo debido a los comportamientos mostrados, y con lo
cual aseveramos que no existe la formacion del sistema.

Podemos confirmar con los perfiles de solubilidad de las mezclas fisicas la teoria

anterior pues tienen una solubilidad menor a los dos primeros perfiles, ademas de

corroborar que al variar la cantidad de Manitol se afecta al proceso de solubilidad,
al aumentar la proporcion de Manitol se disminuye la solubilidad, la liofilizacién

ayuda al aumento de la solubilidad.
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Figura 37 y Figura 38. Perfiles de disolucion de PZQ, Acuasomas de Maltosa y sus

mezclas fisicas correspondientes.

En las figuras 37 y 38 se comparan los perfiles de disolucion de PZQ, AQS de
Maltosa y sus mezclas fisicas correspondientes, podemos observar que el
comportamiento del PZQ, AQ Maltosa 0.09 M son similares, aunque la solubilidad
del PZQ aumenta en comparacion del AQS Maltosa 0.09M pero el AQS de
Maltosa muestra una menor solubilidad con lo cual aseveramos que la Maltosa no
actua como un cosoluto por lo cual no favorece la solubilidad del principio activo,
para los AQS de 0.06 M Y 0.03 M la solubilidad esta por encima del PZQ y del

AQS Maltosa 0.09 M, aunque el Unico que tiene una ligera liberacién sostenida o

prolongada es el AQS de Maltosa 0.06 M, ademas corroborando aun la teoria que
a mayor cantidad de azucar menor solubilidad, para el AQS de Maltosa 0.06 M
podemos afirmar que es el Unico sistema en el cual existieron las interacciones
moleculares necesarias para la formacion de dichos sistemas, ademas del
aumento del &rea de contacto debido a la disminucion de la particula y es por ello
gque aumenta la solubilidad mientras que para los otros no existieron con lo cual no
hay formacion de AQS.

Las mezclas fisicas de Maltosa 0.03 y 0.09 M tienen una solubilidad mayor que los
AQS correspondientes, mientras que para el PZQ y la mezcla fisica de Maltosa
0.09 M tienen la misma solubilidad que los AQS respectivos, una vez mas
corroborando que a mayor cantidad de Maltosa menor solubilidad esto solo aplica

para la mezcla fisica 0.06 y 0.09 M de Manitol, para la mezcla fisica de Maltosa
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0.06 M no cumple, pero el AQS de dicha concentracion fue el Unico que mostré un
perfil de liberacion sostenida o controlada. Cabe mencionar que en el proceso de
liofilizacidn se tuvieron problemas al utilizar Maltosa, pues se formoé un “chicle”, lo

cual podemos interpretar como un mal proceso de secado al vacio.
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Figura 39y Figura 40. Perfiles de disolucién de PZQ, Acuasomas de Trehalosa y sus

mezclas fisicas respectivas.

En la figura 39 y 40 se muestran los perfiles de disolucién correspondientes a los
AQS de Trehalosa en sus respectivas concentracion de azucar, el comportamiento
de PZQ y el AQ Trehalosa 0.03 M tienen un comportamiento similar, aunque para

este ultimo la solubilidad es mayor, afirmando que la Trehalosa actua como un

cosoluto que favorece el proceso de solubilidad a pesar de esto no se formo el

sistema deseado por el perfil mostrado, para los AQS Trehalosa 0.06 M y 0.09 M
estos sistemas tienen una liberacion sostenida o prolongada, que para el caso del
AQS Trehalosa 0.06 M cruza al perfil del PZQ cerca del minuto 35 y que para el
AQS Trehalosa 0.09 M en algun momento cruzara, debido a los comportamientos
de los sistemas podemos aseverar que para los AQS de Trehalosa 0.06 y 0.09 M
existieron las interacciones moleculares necesarias para formar el sistema

deseado mientras que para el otro sistema de Trehalosa 0.03 M no existieron




tales, aunque si se mejoro su solubilidad del PZQ, una vez mas se corrobora que
a mayor cantidad de azucar menor solubilidad del principio activo.

Las mezclas fisicas de Trehalosa una vez mas corroboran que a mayor cantidad
de Trehalosa menor solubilidad, aunque para el AQS Trehalosa 0.09 M es casi
idéntico al perfil del PZQ, con esto podemos concretar que el azdcar no tiene un
efecto de cosoluto el cual favorece la solubilidad que en los casos de las mezclas
fisicas de 0.03 y 0.06 M si tiene un efecto de cosoluto, el proceso de liofilizacion
favorecid la formacion de AQS de Trehalosa, excepto para el sistema donde se
utiliza un concentracion de 0.03 M de Trehalosa, pues su solubilidad en primera
instancia es similar y tiene un comportamiento no tan diferente en el sistema

liofilizado y en la mezcla fisica.
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Figura 41y Figura 42. Perfiles de disolucién de PZQ, Acuasomas y Mezclas Fisicas de
Manitol, Maltosa y Trehalosa 0.03 M respectivamente.

En la figuras 41 y 52 se comparan los perfiles de disolucion de PZQ, AQS y
mezclas fisicas de Manitol, Maltosa y Trehalosa 0.03 M, los sistemas liofilizados
no tienen una liberacion sostenida o prolongada pero si un aumento de solubilidad
respecto a las mezclas fisicas, corroborando que proceso de liofilizacion ayuda en

el aumento de solubilidad y que los azlUcares se comportan como cosolutos




aumentando la solubilidad del PZQ, el manitol tiene un mejor desempefio como

cosoluto y el peor como cosoluto es la Trehalosa.
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Figura 43 y Figura 44. Perfiles de disolucion de PZQ, Acuasomas y Mezclas
Fisicas de Manitol, Maltosa y Trehalosa 0.06 M respectivamente.

En las figuras 43 y 44 se comparan los perfiles de disolucion de PZQ, AQS de
Manitol, Maltosa y Trehalosa 0.06 M, el PZQ presenta un declive a través del
tiempo, algo similar sucede con el AQS de Manitol 0.06 M pero que aumenta su
solubilidad del principio activo en comparaciéon al PZQ , mientras que para los
AQS de Maltosa y Trehalosa aumenta la solubilidad pero dicha solubilidad esta
por debajo del sistema de Manitol pero teniendo un comportamiento de liberacion
sostenida o prolongada, que en el caso de los AQS de Trehalosa esta liberaciéon
es mas notoria, aseverando que debido al comportamiento del perfil del sistema
Manitol 0.06 M no hubo formacion de AQS pero el Manitol actia como un
cosoluto, mientras que para los sistemas de Maltosa y Trehalosa, si lo hubo, y
dadas las circunstancias la formacion esta en mayor proporcion por el sistema
formado por Trehalosa debido al comportamiento mostrado, que en algin punto
cruzara el perfil del sistema formado por Maltosa.

Para los perfiles de las mezclas fisicas, el sistema formado por la Maltosa fue el

gue tiene mayor solubilidad del principio activo seguido del Manitol y de la
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Trehalosa, los tres sistemas estan por encima del perfil del PZQ, corroborando
gue los azlcares actian como cosolutos, aunque para el sistema liofilizado de
Manitol es el que posee una mayor solubilidad del principio activo comparado con
las mezclas fisicas, confirmando que el proceso de liofilizado ayuda en la
solubilidad del PZQ.
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Figura 45y Figura 46. Perfiles de disolucién de PZQ, Acuasomas y Mezclas Fisicas de

Manitol, Maltosa y Trehalosa 0.09 M respectivamente.

En las figuras 45 y 46 se comparan los perfiles de disolucién de PZQ y los AQS de
Manitol, Maltosa y Trehalosa 0.09 M, la solubilidad declina en el siguiente orden,
AQ Manitol 0.09 M, PZQ y Maltosa 0.09 M respectivamente, debido a dicho
comportamiento podemos afirmar que no existio la formacion de AQS en los
sistemas formados por los azucares pero que para el sistema formado para el
Manitol, este actia como cosoluto debido a que aumenta la solubilidad del

principio activo, para el sistema formado por la Maltosa esta solubilidad disminuye,

corroborando que la cantidad del azdcar influye en la solubilidad del principio

activo aunque se haya liofilizado el sistema, caso contrario que sucede con los
AQS de Trehalosa 0.09 M, donde por su comportamiento el cudl es de liberacion
prolongada o sostenida, afirmamos que existe la formacion de AQS por mostrar

dicho comportamiento, que podemos justificarlo por la disminucion del tamafio de
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particula, aumentando el area de contacto, el proceso de secado al vacio y la

solvatacion que conlleva a un aumento de la solubilidad del principio activo.

Para los perfiles de las mezclas fisicas, los sistemas formados por la Trehalosa y
el Manitol tienen un comportamiento similar al perfil del PZQ, afirmando que en
estos casos no actian como cosolutos debido a que no favorecen el proceso de
solubilidad, en cambio para el sistema formado por la Maltosa el perfil est4 por
debajo de los sistemas antes ya mencionados disminuyendo la solubilidad y de

igual manera no actiia como cosoluto, ademas por la cantidad de azlcar presente.




7. Conclusiones.

Se pudo obtener el nucleo inorganico de los acuasomas a partir de un método de
precipitacién y sol-gel, en los que se obtienen cristales de fosfato de calcio e HAP.
El pH de la mezcla es uno de los factores a tomar en la cristalizaciéon de la HAP.
Los pH basicos favorecen la formacion de HAP debido a que hay un aumento en
la concentracién de los iones de fésforo.

Se observo que el tamafio de los cristales calculado mediante la ecuacién de
Scherrer y el tamafio de particula observado mediante la microscopia electronica
de transmisién son congruentes y al obtener tamafios de cristales mas pequefios
en la sintesis de sol-gel.

Con la sintesis de sol-gel se obtuvo un ndcleo inorganico, la cual fue elegida para
obtener nucleos con un tamafio menor a 200 nm lo cual se confirm6 en las
micrografias electronicas.

La pureza de las muestras de ambas sintesis en los difractogramas de rayos X es
completa, descartando la presencia de algun otro elemento, teniendo como Unico

material a la HAP.

Se lograron recubrir los nacleos inorganicos de HAP con los azucares.
Solo para los AQS de Maltosa 0.06 M y Trehalosa 0.06 M y 0.09 M se logro
adsorber el PZQ.

Con lo cual se pudieron obtener AQS cargados de PZQ en un intervalo menor a 1
micra (1-1000 nm).

Solo para el caso de la Trehalosa se cumple que a mayor cantidad de azucar,
mayor tamafio de particula de los AQS.

Para las MFS no existi6 la formacion de AQS pero si modifican la solubilidad del
PZQ.

Para los “AQS de Manitol, Maltosa 0.03 y 0.09 M y Trehalosa 0.03 M, no existi6 la
formacion de estos sistemas de acuerdo al perfil y su comportamiento mostrado.
La formacion de los AQS de PZQ en presencia de los azucares Maltosa 0.06 M y
Trehalosa 0.06 y 0.09 M se corrobora debido al perfil y comportamiento mostrado,
concluyendo que existieron las interacciones intermoleculares para la formacion

de estos sistemas.




Para el AQS de Trehalosa 0.06 M se presenta la mejor liberacion de PZQ
hablando en cuestion de solubilidad pero en el AQS de Trehalosa 0.09 M se tiene

el mejor comportamiento de liberacién sostenida o prolongada.

La liofilizacion ayuda al aumento de la solubilidad del PZQ.

Al aumentar la cantidad de azucar generalmente disminuye la solubilidad del PZQ
en los sistemas.

Para los sistemas de 0.03 M del azucar, el mejor cosoluto es el sistema liofilizado
con Manitol y la mezcla fisica de Manitol, siendo el peor caso la Trehalosa de la
mezcla fisica como soluto.

Para los sistemas de 0.06 M del azucar, el mejor cosoluto es el sistema liofilizado
de Manitol y la mezcla fisica de la Maltosa, siendo el peor cosoluto la mezcla fisica
de la Trehalosa.

Para los sistemas 0.09 M del azlcar, el mejor cosoluto fue el sistema liofilizado de

Manitol, siendo el peor cosoluto la mezcla fisica de la Maltosa.




8. Perspectivas.

Existe la evidencia de que hubo la formacion de AQS, se puede probar con

algunos otros azucares la formacion de AQS para poder optimizar el proceso.

La carga del farmaco es de suma importancia, se tiene que establecer estrategias

para la correcta carga de farmacos y/o principios activos.

Se puede realizar una optimizacion del proceso de formacion de AQS cargados
con el farmaco.

La formulacion con otros principios activos queda sujeta a experimentar.

Se pueden probar los sistemas formados en modelos animales y determinar si el
desemperio de los sistemas es eficiente.

El uso de agentes bioldgicos como principios activos se puede realizar para la
preservacion de estos y someterlos a evaluaciones para comprobar si se pueden

preservar o proteger contra condiciones desfavorables de dichos agentes.
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10. Anexo.
Tabla 1. Disefio experimental del ntcleo inorgénico de fosfato de calcio, por el método de
precipitacion con el homogeneizador dispersor ULTRATURRAX T-25.

Muestras
Variables 1 2 3 4
Sin la adicién de PVA 5¢10° | 10° | 15+10° | 20+10°
Adicion de 0.1% de PVA | 5¢10° | 10° | 15+10° | 2010°
Adicion de 1% de PVA 5¢10° | 10° | 15+10° | 20+10°

Velocidad del r.p.m. | r.p.m. | r.p.m. | r.p.m.
ULTRATURRAX T-25

PVA: alcohol polivinilico.

Tabla 2. Disefio experimental del ndcleo inorganico de HAP, por el método de

precipitacion con el sonicador HIELSCHER.

Muestras

Variables 213

Momento en el cual se realiz6 D|A

la sonicacion

Nivel de la frecuencia de 30 (3090 |90
ultrasonido (UF)

A: después de la precipitacion. D: durante la precipitacion.




Tabla 3. Nombre de las soluciones dependiendo de su tratamiento.

Sin PVA

0.1% PVA

1% PVA

1.-S.PVA _(5,000) rpm

1.-PVA_0.1%_(5,000) rpm

1.-PVA_1%_(5,000) rpm

2.-S.PVA_(10,000) rpm

2.-PVA_0.1% (10,000) rpm

2.-PVA_1% (10,000) rpm

3.-S.PVA_(15,000) rpm

3.-PVA_0.1%_(15,000) rpm

3.-PVA_1%_(15,000) rpm

4.-S.PVA_(20,000) rpm

4.-PVA_0.1%_(20,000) rpm

4.-PVA_1%_(20,000) rpm

5.-S.PVA_(25,000) rpm

5.-PVA_0.1%_(25,000) rpm

5.-PVA_1%_(25,000) rpm

Tabla 4. Preparacion de las soluciones de azUcar utilizadas para recubrir los nucleos de

fosfato de calcio.

deionizada
(mL).

Azucar. Volumen de g de Moles de Concentracién

Agua azucar. azucar Molar.

Manitol

10

Manitol

10

Manitol

10

Maltosa

10

Maltosa

10

Maltosa

10

Trehalosa

10

Trehalosa

10

Trehalosa

10




Tabla 5. Componentes y (%) respectivo en el AQ de Manitol 0.03 M.

AQ 1 (Manitol 0.03 M -
PZQ 0.09 M).

Cantidad (mg).
Peso total: 385.7.

% en el sistema.
100%

HAP

50

12.9634

PZQ

72.8840

Manitol

14.1560

Para tener la cantidad equivalente a 30 mg de PZQ en este sistema es necesario

pesar la cantidad de 41.16 mg de Polvo obtenido.

Tabla 6. Componentes y (%) respectivo en el AQ de Manitol 0.06 M.

AQ 2 (Manitol 0.06 M -
PZQ 0.09 M).

Cantidad (mg).
Peso total: 440.60.

% en el sistema.
100%

HAP

50

11.3481

PZQ

281.1

63.7993

Manitol

109.30

24.8070

Para tener la cantidad equivalente a 30 mg de PZQ en este sistema es necesario

pesar la cantidad de 47 mg de Polvo obtenido.




Tabla 7. Componentes y (%) respectivo en el AQ de Manitol 0.09 M.

AQ 3 (Manitol 0.09 M -
PZQ 0.09 M).

Cantidad (mg).
Peso total: 495.0

% en el sistema.
100%

HAP

50.0

10.1010

PZQ

281.10

56.7878

Manitol

163.90

33.1111

Para tener la cantidad equivalente a 30 mg de PZQ en este sistema es necesario

pesar la cantidad de 52.82 mg de Polvo obtenido.

Tabla 8. Componentes y (%) respectivo en el AQ de Maltosa 0.03 M.

AQ 4 (Maltosa 0.03 M -
PZQ 0.09 M).

Cantidad (mg).
Peso total: 433.70

% en el sistema.
100

HAP

50

11.5287

PZQ

64.8143

Maltosa

23.6569

Para tener la cantidad equivalente a 30 mg de PZQ en este sistema es necesario

pesar la cantidad de 46.28 mg de Polvo obtenido.




Tabla 9. Componentes y (%) respectivo en el AQ de Maltosa 0.06 M.

AQ 5 (Maltosa 0.06 M -
PZQ 0.09 M).

Cantidad (mg).
Peso total: 536.40

% en el sistema.
100

HAP

50

9.3214

PZQ

52.4049

Maltosa

38.2736

Para tener la cantidad equivalente a 30 mg de PZQ en este sistema es necesario

pesar la cantidad de 57.24 mg de Polvo obtenido.

Tabla 10. Componentes y (%) respectivo en el AQ de Maltosa 0.09 M.

AQ 6 (Maltosa 0.09 M -
PZQ 0.09 M).

Cantidad (mg).
Peso total: 639.10

% en el sistema.
100

HAP

50

7.8235

PZQ

281.1

43.9837

Maltosa

308.0

48.1927

Para tener la cantidad equivalente a 30 mg de PZQ en este sistema es necesario

pesar la cantidad de 68.20 mg de Polvo obtenido.




Tabla 11. Componentes y (%) respectivo en el AQ de Trehalosa 0.03 M.

AQ 7 (Trehalosa 0.03 M
- PZQ 0.09 M).

Cantidad (mg).
Peso total: 444.5

% en el sistema.
100

HAP

50.0

11.2485

PZQ

281.1

63.2395

Trehalosa

113.40

25.5118

Para tener la cantidad equivalente a 30 mg de PZQ en este sistema es necesario

pesar la cantidad de 47.43 mg de Polvo obtenido.

Tabla 12. Componentes y (%) respectivo en el AQ de Trehalosa 0.06 M.

AQ 8 (Trehalosa 0.06 M
- PZQ 0.09 M).

Cantidad (mg).
Peso total: 558.0

% en el sistema.
100

HAP

50.0

8.9605

PZQ

281.1

50.3763

Trehalosa

226.90

40.6630

Para tener la cantidad equivalente a 30 mg de PZQ en este sistema es necesario

pesar la cantidad de 59.55 mg de Polvo obtenido.




Tabla 13. Componentes y (%) respectivo en el AQ de Trehalosa 0.09 M.

AQ 9 (Trehalosa 0.09 M Cantidad (mg). % en el sistema.
- PZQ 0.09 M). Peso total: 671.50 100

HAP 50.0 7.4460
PZQ 281.1 41.8615
Trehalosa 340.40 50.6924

Para tener la cantidad equivalente a 30 mg de PZQ en este sistema es necesario

pesar la cantidad de 71.66 mg de Polvo obtenido.

Cabe mencionar que son las mismas cantidades a pesar para los casos de las
mezclas fisicas (MFS), las cuales se obtuvieron al pesar las cantidades de todos

los componentes para los sistemas, solo que como su hombre lo dice son mezclas

fisicas que no se sometieron a algun proceso mas que el mezclado fisico.

Tabla 14. AQS o MFS y sus respectivas equivalencias para tener 30 mg de PZQ.

AQS-MFS Cantidad a pesar (mg) para obtener 30 mg de PZQ.
41.16
47.0
52.82
46.28
57.24
68.20
47.43
59.55
71.66

O 00| N| O g1 | W| N|




Tabla 15. Parametros de red y tamafios de cristales calculados para la sintesis de

precipitacién con el sonicador.

2 Theta

Posicion

Posicién
[Rad]

FWHM [rad]

Tamarfio de cristal

[nm]

22.6

0.197222205

0.003839724

76.9367568

23.45

0.204639855

0.004537856

65.19876258

26.79

0.233786853

0.003141593

94.78958277

27.89

0.243386164

0.0029147

102.4072294

29.41

0.256650667

0.001553343

192.8093832

32.68

0.2851868

0.001169371

258.1581078

33.12

0.289026524

0.001047198

288.6035685

35.41

0.309010544

0.001553343

195.7665203

40.98

0.357617964

0.001884956

164.0647281

43.19

0.376903852

0.004621632

67.41295956

45.37

0.395927941

0.001902409

165.0428024

Tamaifio

Promedio [nm]

151.9264001




Tabla 16. Parametros de red y tamafios de cristales calculados para la muestra por

método sol-gel.

2Theta

Posicién

Posicién
[Rad]

FWHM [rad]

Tamarfio de cristal

[nm]

21.8

0.190240888

0.006981317

42.25729737

22.86

0.199491134

0.006981317

42.33451867

25.39

0.221569549

0.00837758

35.44561433

25.92

0.226194671

0.008517207

34.90127522

28.14

0.245567826

0.007984881

37.40178724

31.86

0.27803095

0.00837758

35.96004849

32.21

0.281085276

0.00837758

35.99159296

34.14

0.297927703

0.007079055

42.80783335

39.89

0.348105919

0.006078982

50.69488427

42.09

0.367304541

0.006346017

48.91143583

49.57

0.432579855

0.008477064

37.64045908

Tamarfio

Promedio [nm]

40.3951588




Tabla 17. Parametros de red y tamafios de cristales calculados para la HAP con lactosa.

2 Theta

Posicién

Posicién
[Rad]

FWHM [rad]

Tamarfo de cristal

[nm]

42.3

0.369137137

0.003839724

80.89444

44.67

0.389819288

0.004537856

69.01608234

46.97

0.409890575

0.003141593

100.5391539

48.98

0.427431134

0.0029147

109.214681

59.14

0.51609386

0.001553343

214.4217204

62.74

0.547509786

0.001169371

290.142962

64.29

0.561036088

0.001047198

326.7171415

67.13

0.585819763

0.001553343

223.8127625

71.69

0.62561327

0.001884956

189.5930275

74.85

0.653189473

0.004621632

78.92864995

76.49

0.667501172

0.001902409

193.8891932

Tamarfo

Promedio [nm]

170.6518013




Tabla 18. Parametros de red y tamafios de cristales calculados para la HAP con manitol.

2Theta

Posicién

Posicién
[Rad]

FWHM [rad]

Tamarfo de cristal

[nm]

32.4

0.282743339

0.003839724

78.56483139

33.84

0.295309709

0.004537856

66.72680709

36.18

0.315730062

0.003141593

97.00594597

37.77

0.329605429

0.0029147

105.0435119

39.14

0.341560935

0.001553343

197.9277262

42.36

0.369660736

0.001169371

265.6773877

43.23

0.377252918

0.001047198

297.556993

45.87

0.400291264

0.001553343

202.5023382

50.27

0.438688507

0.001884956

169.7595061

53.93

0.470628033

0.004621632

70.3268231

55.53

0.484590667

0.001902409

172.0881926

Tamario

Promedio [nm]

156.652733




Tabla 19. AQS y sus tamafios respectivos.

>
QO
»

Azlcar y relaciéon M con Tamaino
PZQ. promedio (nm).
Manitol (0.03-0.09) PZQ 231.00
Manitol (0.06-0.09) PZQ 141.50
Manitol (0.09-0.09) PZQ 536.70
Maltosa (0.03-0.09) PZQ 262.20
Maltosa (0.06-0.09) PZQ 682.80
Maltosa (0.09-0.09) PZQ 379.70
Trehalosa (0.03-0.09) PZQ 46.430
Trehalosa (0.06-0.09) PZQ 570.30
Trehalosa (0.09-0.09) PZQ 659.90

O 0| N| O g | W| N|

Tabla 20. Datos de la curva de calibracién, medio de HCI 0.1 N + LSS, medidos a longitud
de onda de 263 nm.

(X) [mg/mL]
0
0.075
0.150
0.300
0.450
0.600
0.750
0.900
1.050
1.200




/

y =0.9694x + 0.0262
R2 =0.9918

I
©

Absorbancia.
(e}
o

o
s

T T

0.6 0.8
Concentracién (mg/mL).

Figura 19. Curva de calibracion.

Tabla 21. Absorbancias y concentraciones del PZQ, AQ Manitol 0.03 y MF Manitol 0.03
M.

Concentracion | Concentracion | Concentracion
PZQ [mg/mL]. MF [mg/mL] AQ [mg/mL]
0.4611 1.4257 2.6925
0.5426 1.4237 2.8800
0.5175 1.4205 2.8534
0.4935 1.4195 2.6555
0.4778 1.4163 2.2577
0.4339 1.4142 2.4510




Tabla 22. Absorbancias y concentraciones del PZQ, AQ Manitol 0.06 y MF Manitol 0.06

M.

Abs
PZQ

Abs
MF

Abs
AQ

Concentracion
PZQ [mg/mL].

Concentracion

MF [mg/mL]

Concentracion
AQ [mg/mL]

10

0.4780

0.6300

1.9130

0.4611

0.6199

1.9609

15

0.5560

0.6300

2.4080

0.5426

0.6199

2.4782

20

0.5320

0.6290

2.3700

0.5175

0.6189

2.4385

30

0.5090

0.6290

2.2900

0.4935

0.6189

2.3549

45

0.4940

0.6280

2.2230

0.4778

0.6178

2.2849

60

0.4520

0.6300

1.9000

0.4339

0.6199

1.9473

Tabla 23.

Absorbancias y concentraciones del PZQ, AQ Manitol 0.09 y MF Manitol 0.09

M.

Concentracion
PZQ [mg/mL].

Concentracion
MF [mg/mL]

Concentracion
AQ [mg/mL]

0.4611

0.4882

0.5499

0.5426

0.5374

0.6272

0.5175

0.5165

0.6398

0.4935

0.4862

0.5980

0.4778

0.4475

0.5551

0.4339

0.4297

0.5217




Tabla 24. Absorbancias y concentraciones del PZQ, AQ Maltosa 0.03 y MF Maltosa 0.03

M.

Abs
PZQ

Abs
MF

Abs
AQ

Concentracion

PZQ [mg/mL].

Concentracion
MF [mg/mL]

Concentracion
AQ [mg/mL]

10

0.4780

0.9000

0.8620

0.4611

0.9021

0.8624

15

0.5560

0.9010

0.8130

0.5426

0.9032

0.8112

20

0.5320

0.8990

0.8050

0.5175

0.9011

0.8028

30

0.5090

0.8970

0.7970

0.4935

0.8990

0.7945

45

0.4940

0.8910

0.7640

0.4778

0.8927

0.7600

60

0.4520

0.8900

0.8080

0.4339

0.8917

0.8060

Tabla 25. Absorbancias y concentraciones del PZQ, AQ Maltosa 0.06 y MF Maltosa 0.06

M.

Concentracion
PZQ [mg/mL].

Concentracion
MF [mg/mL]

Concentracion
AQ [mg/mL]

0.4611

1.1215

0.5834

0.5426

1.1112

0.6858

0.5175

1.0065

0.6900

0.4935

1.0065

0.7035

0.4778

1.0066

0.7182

0.4339

1.0066

0.7077




Tabla 26. Absorbancias y concentraciones del PZQ, AQ Maltosa 0.09 y MF Maltosa 0.09

M.

Abs
PZQ

Abs
MF

Abs
AQ

Concentracion
PZQ [mg/mL].

Concentracion
MF [mg/mL]

Concentracion
AQ [mg/mL]

10

0.4780

0.3450

0.3130

0.4611

0.3221

0.2886

15

0.5560

0.3790

0.3600

0.5426

0.3576

0.3377

20

0.5320

0.3610

0.3460

0.5175

0.3388

0.3231

30

0.5090

0.3470

0.3570

0.4935

0.3242

0.3346

45

0.4940

0.3380

0.3360

0.4778

0.3147

0.3127

60

0.4520

0.3020

0.3160

0.4339

0.2771

0.2918

Tabla 27. Absorbancias y concentraciones del PZQ, AQ Trehalosa 0.03 y MF Trehalosa

0.03 M.

Concentracion
PZQ [mg/mL].

Concentracion
MF [mg/mL]

Concentracion
AQ [mg/mL]

0.4611

1.2930

1.3411

0.5426

1.2888

1.3411

0.5175

1.2878

1.3515

0.4935

1.2867

1.2815

0.4778

1.2857

1.2502

0.4339

1.2888

1.2805




Tabla 28. Absorbancias y concentraciones del PZQ, AQ Trehalosa 0.06 y MF Trehalosa

0.06 M.

Abs
PZQ

Abs
MF

Abs
AQ

Concentracion
PZQ [mg/mL].

Concentracion
MF [mg/mL]

Concentracion
AQ [mg/mL]

10

0.4780

0.5280

0.3370

0.4611

0.5133

0.3137

15

0.5560

0.5950

0.4290

0.5426

0.5834

0.4099

20

0.5320

0.6020

0.4520

0.5175

0.5907

0.4339

30

0.5090

0.6080

0.4830

0.4935

0.5969

0.4663

45

0.4940

0.6050

0.5120

0.4778

0.5938

0.4966

60

0.4520

0.6005

0.600

0.4339

0.5938

0.5886

Tabla 29. Absorbancias y concentraciones del PZQ, AQ Trehalosa 0.09 y MF Trehalosa

0.09 M.

Concentracion
PZQ [mg/mL].

Concentracion
MF [mg/mL]

Concentracion
AQ [mg/mL]

0.4611

0.4496

0.0503

0.5426

0.5415

0.1360

0.5175

0.5144

0.1935

0.4935

0.4841

0.2500

0.4778

0.4684

0.3127

0.4339

0.4349

0.3419
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