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Resumen:

En este trabajo se¢ presenta el estudio de la combinacion de polietilenglicol (PEG) y
polivinilpirrolidona (PVP) con diferentes relaciones en masa para la liberacion
controlada de indometacina y S-fluorouracilo respectivamente, como posible
tratamiento para ¢l cancer de piel. Los materiales sintetizados se caracterizaron
mediante Microscopia Electronica de Transmision-Barrido (STEM por sus siglas en
inglés Scanning Transmission Electron Microscopy), Espectrometria Infrarroja por
Transformacion de Fourier (F7-IR por sus siglas en inglés Fourier Transform
Infrared Spectroscopy) y Difraccion de rayos X (XRD por sus siglas en inglés X-ray
Diffraction). Los materiales poliméricos de PEG-PVP cargados con indometacina y
5-fluorouracilo presentan una morfologia en forma esférica con estructura micelar.
[.a carga del farmaco en ¢l sistema PEG-PVP se realizo a una relacion de masa 1:10
(farmaco: polimero) a través de la técnica de absorcion en solucion. La liberacion in-
vitro de los farmacos se investigd utilizando el método de dialisis y la concentracion

de farmaco liberado se determind mediante espectrometria Ultravioleta-Visible (UV-

Vis).

Palabras clave: Polictilenglicol (PEG); Polivinilpirrolidona (PVP): Indometacina; 5-

fluorouracilo; Administracion de farmacos; STEM: FT-1R.



“La ciencia no sélo es una disciplina de la razon,
sino también del romance y de la pasion”.

Stephen Hawking.
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CAPITULO |

INTRODUCCION



Capitulo I. Introduccién

En la actualidad, el cancer es una de las causas que mayor numero de muertes
provoca a nivel mundial, debido a la falta de tratamientos mas eficaces. Segun los
datos de la Organizacién Mundial de la Salud, en 2012 se registraron alrededor de
14 millones de nuevos casos y se prevé que aumente aproximadamente en un 70%
en los proximos 20 afios. Con estas cifras el cancer se ha posicionado como la
segunda causa de muerte en el mundo; tan solo en el 2015, ocasion6 8.8 millones
de defunciones [1].

Dentro de este tipo de neoplasias (cancer pulmonar, hepatico, mamario,
colorrectal, entre otros), el cancer de piel se muestra como uno de los més
comunes en las poblaciones blancas, presentando una tasa de incidencia creciente
en todo el mundo; para este tipo de cancer se pueden destacar dos tipos
principalmente: melanoma y no melanoma, las cuales son de tipo proliferativo y
se originan en nuestra cubierta cutanea, es decir, son un padecimiento
desordenado de proliferacion celular con el consecuente crecimiento, invasion y

posible desarrollo de metastasis [2].

El tratamiento de todo tipo de enfermedades, entre las que se incluye el cancer de
piel, requieren de distintos tipos de tratamientos y medicamentos, sin embargo, la
administracion de los mismos presentan una serie de inconvenientes derivados del
escaso control que se ejerce sobre los niveles del farmaco administrado y su
efectividad [3, 4].

Con la firme idea de mejorar los tratamientos tradicionales, surge la nanomedicina,
como una forma emergente de terapia que se centra en el suministro de farmacos
alternativos y la mejora de la eficacia de los tratamientos; abriendo nuevas
posibilidades para la medicina moderna [5, 6]. En los ultimos afios se ha observado
un avance importante en esta rama, basada principalmente en el progreso de los
materiales nanoestructurados para el transporte y liberacion controlada de farmacos

destinados al tratamiento de diversas enfermedades [7].



La Dra. Tessy Lopez menciona que: “La generacion de tecnologias de liberacion
controlada, usando materiales micro y nanoestructurados, tanto organicos como
inorganicos, son cada vez mas necesarias en el area farmacéutica, ya que una
liberacion de este tipo disminuye los efectos toxicos secundarios, aumentando el
tiempo de actividad y protegiendo a los farmacos sensibles de los ataques
enzimaticos o degradacion &cida, buscandose con ello mayor calidad y efectividad en
el suministro de los diferentes agentes terapéuticos”[8]. Dicho lo anterior se aprecia
que la nanomedicina no es un campo exclusivo de una sola disciplina, al contrario,
esta requiere de un trabajo en conjunto donde convergen distintas ramas del
conocimiento como lo son: la Ingenieria, la Quimica, la Biologia, la Medicina y la

Ciencia de Materiales [9].

En sintesis, los sistemas dirigidos de administracion de farmacos, han demostrado un
gran potencial en el tratamiento del céncer, los cuales podrian ser utilizados para
resolver las limitaciones de la quimioterapia convencional, reduciendo la exposicion
del farmaco en el tejido sano [10, 11]. Estos sistemas pueden ser elaborados con una
gran variedad de materiales y distribuciones; incluyendo polimeros, lipidos e incluso

compuestos organometalicos, por mencionar algunos [12].

El mecanismo mediante el cual se lleva a cabo la liberacion del farmaco es
influenciado generalmente por diversos factores, principalmente por el material del
nanotransportador, el medio de liberacion y el tipo de farmaco que se utiliza [13]. El
material con el que se fabrican esta especie de nanotransportadores juega un papel
importante para llevar a cabo una adecuada liberacién, siendo los polimeros uno de

los mas prometedores en este tipo de aplicaciones.

Los polimeros han sido importantes en el avance de la tecnologia de administracion
de farmacos al proporcionar la liberacion controlada de agentes terapéuticos en dosis
constantes durante largos periodos de tiempo, gracias a su gran variedad,
versatilidad, biocompatibilidad y biodegradabilidad, ademas, presentan la posibilidad
de modular sus propiedades fisico-quimicas [14, 15]. Tales materiales han incluido
en gran medida derivados de celulosa, polietilenglicol (PEG), polivinilpirrolidona
(PVP), acido poli-lactico (PLLA, PLA), acido poli (lactico-co-glicolico) (PLGA),

entre otros, en su mayoria sintéticos [16].



Por lo anterior, los objetivos y principios del disefio de este tipo de sistemas son de
dos tipos principalmente: proporcionar una liberacion local y extendida de los
farmacos cargados para aumentar el efecto terapéutico;y para disminuir las

reacciones adversas y preservar la bioactividad de los farmacos.

Cancer de piel

El cancer de piel surge de la division anormal o mutacion de las células de la piel, se
puede clasificar en dos tipos en funcion de su origen:

1. Cancer de piel melanoma.
2. Cancer de piel no melanoma. Este puede ser de varios tipos, principalmente
de celulas basales y escamosas, los cuales son los mas comunes Yy suelen

presentarse en personas mayores [17].

Casi el 90% de los casos de cancer de piel son causados por la alteracion del ADN en
las células de piel, debido a los rayos UV seguido de fallas en el sistema de
reparacion de las mismas [18]. En general, llegan a existir multiples factores de
riesgo para el cancer de piel entre los que se incluyen factores enddgenos y
exogenos. Los primeros pueden ser fototipo, la piel y el color de los ojos, nimero de
nevus melanociticos, la presencia de nevus displasicos, y antecedentes personales o
familiares de cancer de piel; y los enddgenos estan relacionados con el tipo y grado
de exposicion al sol acumulada, historia de quemaduras de sol y el comportamiento

de proteccion [19].

Garden (2013) en su estudio acerca del cancer de piel nos dice que: “El cancer de
piel es un problema de salud pablica mundial preeminente, abarcando todas las
etnias, sin importar estatus socioecondémicos, demogréaficos, regién geogréfica y
cubre todo el ciclo de vida. Esta representa la neoplasia maligna mas comun en todo
el mundo y su incidencia no muestra signos de estancamiento. La Sociedad
Americana del Cancer estima que mas de 1.6 millones de nuevos casos reportados de

tumor maligno cutaneo en 2012, y 12,190 muertes por cancer de piel” [20].



Farmacos y tratamientos para el cancer de piel

Los diferentes tipos de tratamientos locales para este tipo de enfermedades se
determinan con base en el tipo, tamafo, localizacién de la lesion, y la edad del
paciente. Actualmente las principales estrategias de tratamiento son: la radioterapia y
la cirugia. Pero también son alternativas las quimioterapias, terapia fotodindmica,
quimioterapia topica con retinoides, 5-fluorouracilo, diclofenaco sédico, imiquimod,

entre otros farmacos [21].

Los farmacos que actualmente se utilizan en los tratamientos para enfermedades de

la piel y queratosis actinica asi como sus formulaciones quimicas se muestran en la

Tabla 1.

Tabla 1. Preparaciones topicas para el tratamiento de cancer de piel y queratosis

alitretinoina)

actinica.
Drogas Formulacion Indicaciones y regimen de
tratamiento
1 0,
Alitretinoina Panretin ® (0.1% Queratosis actinica.

Diclofenaco sodico

Solaraze ® (Diclofenaco de
sodio 3%)

Queratosis actinica.

5- Fluorouracilo

Crema de Carac ®
Microsponge®
(0.5% fluorouracilo)

Queratosis actinica

Efudex ® crema
(5% fluorouracilo)

Queratosis actinica
Enfermedad de Bowen; Carcinoma de
células basales superficiales.

Fluoroplex ®
(1% fluorouracilo)

Queratosis actinica

Fluorouracilo, acido

Actikerall ®
(0.5% fluorouracilo y 10% de

Queratosis actinica. , Lesiones

Crema de Zyclara ®
2.5% 0 3.75% imiquimod

salicilico Acido salicilico) Hipertroficas palpables y/o gruesas..
Aldara ® _ Queratosis actinica
L Carcinoma basocelular superficial.
5% imiquimod,
Imiquimod La queratosis actinica. No hipertréfica,

no hiperqueratosis, lesiones visibles o
palpables de la cabeza y la cara.

Mebutate Ingenol

Picato ®
1504 9/go500ug/gde
mebutate ingenol

La queratosis actinica. No
hiperqueratosicas, lesiones no
hipertrdficas.




Los factores que definen la eficiencia del farmaco en los diferentes tratamientos
contra las enfermedades, son su especificidad, ademas de sus propiedades intrinsecas
como la solubilidad, el peso molecular, la constante de disociacion acida (pKa) y
coeficiente de particion aparente, las cuales intervienen sobre la forma de liberacion,
en la Tabla 2 se muestran las caracteristicas de los farmacos utilizados en los
tratamientos de cancer de piel.

Tabla 2. Caracteristicas de los farmacos utilizados en los tratamientos de cancer de

piel y la queratosis actinica.

Peso Punto de -
Drogas molecular Log P fusién (°C) Solubilidad pK,
o Muy ligeramente soluble en
Alitretinoina 300.4 4.7 190-191 » 5.1
solucion acuosa
Diclofenaco
o 318.1 - 283 a 285 Poco soluble en agua 4.2
Saédico
. 8.0,
Fluorouracilo 130.1 -0.8 282 Poco soluble en agua 13.0
o Practicamente insoluble en
Imiquimod 240.3 2.3 292-294 7.3
agua
Mebutate
430.5 2.0 154.1-156.8 Insoluble en agua 12.7
Ingenol

Virginia Saez (2003) menciona que para la eleccion del farmaco se toman en cuenta
sus caracteristicas, ya que a medida que aumenta el peso molecular de estos,
disminuye la constante de difusion, siendo este un aspecto importante para el
encapsulamiento y liberacion de farmacos [22], por consecuencia, uno de los que
cumple con las caracteristicas de bajo peso molecular e insolubilidad al agua, es el 5-
fluorouracilo, el cual es estudiado en este trabajo, al igual que la indometacina como
antiinflamatorio y agente modelo para evaluar el sistema polimerico que es utilizado

como transportador y dosificador de farmacos.



5-fluorouracilo

Hasta el dia de hoy se posiciona como uno de los quimioterapéutico tépico mas
estudiados y actia bloqueando la sintesis del ADN por inhibicion de la enzima
timidilato sintetasa. Este farmaco estd aprobado para el tratamiento del carcinoma
basocelular superficial, a una concentracion del 5% y aplicado dos veces al dia un
minimo de 6 semanas, con una tasa de aproximada de curacion del 93%. Pero como
desventaja provoca una reaccion inflamatoria local que puede ser intensa, sin
embargo, se recomienda su uso por aplicacién tdpica para el tratamiento del
carcinoma basocelular superficial, de tamafio pequefio, localizados en zonas de bajo

riesgo o en pacientes que no puedan recibir tratamientos quirargicos [23].

Las estrategias de tratamiento para el cancer de piel requieren una cuidadosa
consideracién, y hay muchos retos que superar. En la Tabla 3 se enlistan algunos
estudios que indagan en la combinacion de terapias y secuencias, para lograr mejores
resultados, buscando un menor numero de recurrencias y tratamientos por periodos

mas largos y efectivos en los pacientes.

Tabla 3. Materiales utilizados para el transporte de 5-fluorouraciolo en el tratamiento

de distintas enfermedades.

Nanotransporte Farmaco Aplicacion Afo Autor [Referencial

Lut-mPEG- . Pruebas Invitro C. Weixia

Fe304-0CD 5-Fluorouracilo colon 2016 Qing [24]

. 5-Fluorouracilo | Enfermedades de Asif

QUHEEEE +microondas la piel AL Nawaz [25]

Lecitina 'y

poloxomer 5-Fluorouracilo Bl SIS s 2016 S [26]
- la piel Khaliaf

(liposomas)
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Nanotecnologia en la liberacion de farmacos

Los productos nanométricos comercializados para otras enfermedades, exhiben
actualmente una gran variedad de aplicaciones (regeneracion tisular, implantes
dentales, tratamiento de tumores, hipertermia, etc.). La aplicacion de la
nanotecnologia para la administracion de farmacos se espera que cambie
ampliamente el panorama de las industrias farmacéuticas y biotecnoldgicas para el
futuro previsible. El desarrollo de productos de la nanotecnologia puede desempefiar

un papel importante en la adicion de un nuevo arsenal de agentes terapéuticos.

Con la finalidad de mejorar los tratamientos tradicionales, la nanotecnologia ha
prestado bastante atencidn a los diferentes sistemas de administracion de farmacos
para mejorar su solubilidad en algunos farmacos y disminuir la resistencia de las
células cancerosas. Las estructuras de estos sistemas pueden incluir liposomas,
micelas poliméricas, polimerosomas, hidrogeles, nanoemulsiones, nanoparticulas
poliméricas y algunos otros [35], ya que estos pueden llegar a superar algunas de las
barreras o limites de muchos tratamientos tradicionales, desarrollandose incluso
sistemas capaces de obtener las caracteristicas y funciones deseables en respuesta a
los estimulos externos, como iones, moléculas, temperatura y la luz, para la entrega
de uno, dos 0 mas agentes terapéuticos, incluyendo farmacos, genes y agentes

funcionales a las células cancerosas [36].

Actualmente, se han desarrollado una serie de sistemas de administracién cada uno
de ellos con caracteristicas particulares y variedad en sus materiales, sin embargo,
uno de los materiales mayormente utilizados son los polimeros debido a la
versatilidad, biocompatibilidad y biodegradabilidad, lo cual los hace utiles y uno de
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los principales candidatos para aplicaciones biomédicas, en este caso entrega de

farmacos quimioterapéuticos.

Materiales poliméricos para la liberacion controlada de farmacos

La nanomedicina busca implementar el uso de micro y nanopolimeros que permitan
desarrollar sistemas de transporte con alta especificidad y actividad, sin presentar

efectos tdxicos y que ademas permitan la liberacion controlada de agentes activos.

Durante las ultimas dos décadas un esfuerzo considerable se ha dirigido hacia estos
sistemas a través de mdltiples estructuras de polimeros, con la finalidad de mejorar la
especificidad, afinidad y sensibilidad de los tratamientos contra diversas

enfermedades.

Los sistemas micelares estudiados mas a fondo son aquellos conformados por
polietilenglicol (PEG) como blogues hidrofilicos; una de las bondades de los
nanopolimeros para su uso en farmacoliberacion es su capacidad para encapsular e
incrementar la solubilidad de farmacos poco solubles en agua. Esta propiedad reside
en la naturaleza anfifilica de los distintos bloques de copolimeros que por medio de
auto ensamblaje [37] forman un nucleo hidrofébico en la parte interna y una capa

hidrofilica en el exterior, como se ve en la Figura 1.

La encapsulacién en micelas poliméricas permite también incrementar las
concentraciones acuosas de componentes bioactivos, prevenir su degradacion durante
la circulacién, participar como agentes solubilizadores (remplazando solventes
altamente toxicos) [38] y pueden ser funcionalizados para orientarlos a zonas
especificas en el cuerpo humano [39].



Nucleo hidrofébico

Corona hidrofilica

/

VY 2N oW

Segmento hidrofobico || » Segmento hidrofilico

Figura 1. Representacion esquematica de un sistema micelar- polimérico.

Un polimero para ser Gtil en una aplicacion farmaceutica, debe tener una temperatura
de transicion vitrea (Tg) muy por encima de la temperatura ambiente, ademas de
cumplir con otras propiedades tales como viscosidad, el volumen libre y resistencia a
la traccion [40, 41]. Entre los més utilizados para el disefio de este tipo de sistemas se
encuentran los polimeros solubles en agua tales como: polivinilpirrolidona (PVP) y

polietilenglicol (PEG) de alto peso molecular [42].

El PEG es utilizado debido a su bajo punto de fusion (aproximadamente 55-60°C), su
alta velocidad de solidificacion, baja toxicidad, y bajo costo. Sin embargo, a
concentraciones de farmaco mas altas, los ingredientes farmacéuticos activos estan
presentes dentro de la dispersion del PEG en forma cristalina, o recristalizan en el

tiempo y se ve afectada la liberacion de los mismos.

Por otro lado, el PVP enfrenta menos problemas de estabilidad que el PEG; sin
embargo, su alta temperatura de transicion vitrea (Tg) (150 y 180 ° C) limita su
aplicabilidad por meétodos de fusion. Con el fin de utilizar PVP como portador se

utilizan mezclas con plastificantes (tales como PEG) para disminuir su Tg [43, 44].
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Polietilenglicol (PEG)

La formula quimica es representada como H(OCH,-CH,),OH. Este polimero
presenta propiedades hidrofilicas, neutras y no inmunogénico [45], debido a su
amplia disponibilidad, no toxicidad, biodegradabilidad y bajo precio, el PEG se ha
utilizado en diversas areas de la industria farmacéutica, cosmética y de alimentos
[46]. Los bloques PEG se han combinado con &cido polilatico-co-glicélico (PLGA)
para generar un copolimero PEG-PLGA los cuales han sido aprobados por la Food
and Drug Administration (FDA) debido a su excelente biodegradabilidad y
biocompatibilidad [47].

Polivinilpirrolidona (PVP)

Es un polimero hidrofilico de formula quimica (CsHgNO),; que por si mismo tiene la
ventaja de una alta temperatura de transicion vitrea, lo que aumenta su estabilidad a
largo plazo en dispersion solida, ademas es altamente soluble en agua y mejora la
liberacion de ingredientes farmacéuticos activos. Sin embargo, su mayor desventaja
en cuanto a la estabilidad a largo plazo es su alta higroscopia; Las dispersiones
solidas formuladas con PVP pueden absorber grandes cantidades de agua de la
atmosfera, lo cual puede actuar como plastificante. El agua absorbida puede inducir
también a una fase amorfa de separacion o recristalizacion de los ingredientes

farmacéuticos activos [48].

El PVP es cominmente seleccionado como un compuesto polimérico modelo debido
a su biocompatibilidad y su comportamiento termo-sensible, posee excelentes
propiedades termo-fisicas lo cual lo vuelve muy atil para la industria farmacéutica y
cosmetica. Dentro de los usos comunes para el PVP se pueden mencionar la
proteccién de cultivos, produccion de detergentes, produccion de acero, en la

industria eléctrica y ampliamente usado para la sintesis de hidrogeles [49].
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Objetivo general

Desarrollar un sistema polimérico basado en polietilenglicol (PEG) vy
polivinilpirrolidona (PVP) para el transporte y liberacion controlada de farmacos

utilizados en el tratamiento de carcinoma basocelular.

Objetivos especificos

1. Sintetizar materiales de PEG-PVP variando sus relaciones en masa.

2. Evaluar toxicoldgicamente los materiales poliméricos de PEG-PVP mediante
bioensayos utilizando Escherichia coli (E. coli).

3. Realizar ensayos para cargar el farmaco en el material polimérico.

4. Realizar las pruebas de liberacion del farmaco por medio de la técnica de
dialisis y elaborar las curvas de calibracion correspondientes a cada farmaco
para conocer la concentracion liberada.

5. Caracterizar los materiales por medio de Microscopia Electrénica de
Transmisién-Barrido (STEM), Espectrometria Infrarrojo con Transformada
de Fourier (FT-IR), y Difraccién de Rayos X (XRD).
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CAPITULO Il

FUNDAMENTOS Y TECNICAS
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Capitulo 1. Fundamentos y Técnicas

Espectrometria Infrarroja por Transformada de Fourier

Desde el punto de vista de las aplicaciones e instrumentacion, resulta favorable
dividir el espectro infrarrojo en tres regiones: infrarrojo cercano, medio y lejano. Las
técnicas y las aplicaciones de cada una de estas suelen variar considerablemente
dependiendo de la informacién que se requiera obtener. La region completa del
espectro infrarrojo comprende la radiacion con nimeros de onda en un rango de
12,800 y 10 cm™ [50].

Existen dos tipos de espectrometros infrarrojos, los dispersivos y los de transformada
de Fourier. El equipo con el cual se cuenta en el laboratorio (Figura 2) es de
transformada de Fourier y trabaja de los 8300 a 350 cm™, es decir en el infrarrojo
medio y una parte del lejano; ampliamente utilizado debido a la informacion
cualitativa y cuantitativa que proporcionan sobre la naturaleza del enlace quimico y
las redes cristalinas. Este equipo esta compuesto principalmente por tres elementos

basicos: una fuente luminosa, un interferometro de Michelson y un detector [51].

]

L

, .
' —

Figura 2. Spectrum two FT-IR con UATR (Perkin Elmer).

Los espectros de absorcion, emision y reflexion en el infrarrojo, se pueden explicar
asumiendo que todos son el resultado de los distintos cambios energéticos
producidos en las transiciones de las moléculas de unos estados de energia
vibracionales y rotacionales a otros; distinguiéndose dos categorias basicas de

vibraciones: las de tensién o de flexion derivados de la absorcion de la luz [52].

14



Las diferentes posiciones de las bandas de absorcién en el espectro proporcionan
informacidn sobre la presencia o ausencia de grupos funcionales especificos en una
molécula y, en conjunto, el espectro constituye una huella muy particular que puede
utilizarse para determinar la identidad de la muestra [53, 54]. Dicho lo anterior, la
diferencia entre dos espectros indica que las dos muestras estan formadas por

diferentes componentes.

Los espectros de infrarrojo pueden llegar a utilizar otros accesorios con la finalidad
de obtener mejores resultados, dependiendo de la naturaleza de las muestras. En el
equipo con el cual se estd trabajando emplea un accesorio de Reflectancia Total
Atenuada Universal (UATR, por sus siglas en inglés) para las muestras poliméricas,

considerando que es ideal para el analisis de solidos, liquidos, pastas y geles [54, 55].

La espectroscopia de Reflectancia Total Atenuada (ATR, por sus siglas en inglés)
funciona especialmente en muestras opacas 0 demasiado gruesas para las mediciones
de transmision, proporcionando informacion sobre las propiedades superficiales y
condiciones de los materiales, teniendo en cuenta que puede ser Util para mediciones

cualitativas y cuantitativas.

Esta técnica utiliza el fendmeno de reflexion interna total, de manera que, un haz de
radiacion atraviesa un cristal (hay una variedad de cristales utilizados para las
mediciones ATR) y sufre una reflexion interna total a través de este, como se
muestra en la Figura 3. La distancia que la onda se extiende desde la superficie del
cristal depende del material que se esta utilizando. La onda evanescente que se forma
se desintegra rapidamente de la superficie del cristal, por lo tanto, se debe mantener
un buen contacto entre el cristal y la muestra cuando se realizan mediciones ATR. La
profundidad de penetracion para ATR es una funcion de la longitud de onda, el

indice de refraccion del cristal que se utiliza y el &ngulo de incidencia [55].
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Plato de metal
|

* Muestra

Radiacion infrarroio

Figura 3. Celda de Reflectancia Total Atenuada (Perkin Elmer) [55].

Microscopia Electronica de Transmision- Barrido

La microscopia electronica de transmision es muy Util para estudiar materiales de
dimensiones nanométricas o submicronicas, siendo parte importante para la
caracterizacion estructural. EI microscopio electronico utiliza un haz de electrones
suficientemente acelerado, de manera que al impactar con una muestra delgada y
favorablemente preparada, genera una serie de sefiales (Figura 4) relacionadas con la
estructura del material investigado, las cuales se seleccionan por separado para

obtener diferentes datos analiticos [56].

Haz incidente
Electrones
Electrones retrodispersados
secundarios
Rayos X
Muestra
Electrones Electrones
i ~ dispersados
dispersados transmitido P

Figura 4. Dispersion del haz de electrones en el STEM.
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Cuando los electrones colisionan con la muestra, en funcion de su grosor y del tipo
de 4tomos que la forman, parte de ellos son dispersados selectivamente, es decir, hay
una gradacion entre los electrones que la atraviesan directamente y los que son
totalmente desviados, dicho lo anterior, los electrones transmitidos con y sin
dispersion se utilizan para generar una imagen con distintas intensidades de gris,
revelando la estructura interna de las muestras, tamafio y distribucion de particulas,

su red cristalina, interfaces y defectos puntuales de la red atdmica.

Los rayos X generados son utilizados para estudiar la composicion quimica de la
muestra, pudiendo analizar aisladamente zonas de muy pocas micras e incluso
nanométricas. Finalmente, mediante la difraccion de electrones puede hacerse un

detallado estudio cristalografico del material investigado [57].

Un microscopio electronico de transmision (TEM, por sus siglas en inglés) puede
aparecer en varias formas diferentes, todas las cuales pueden ser de alta resolucion,
de barrido, Como resultado la imagen del TEM no solo ofrece informacion sobre la
estructura de la muestra, si ésta es amorfa o cristalina, sino también puede brindar
informacion cristalografica y de composicion quimica con la ayuda de la
espectroscopia de dispersion de energia de rayos-X (EDS, por sus siglas en ingles).
En la modalidad de STEM es posible hacer estudios de dispersion de particulas y

mapeos quimicos [58].

Para el andlisis de las muestras poliméricas sensibles al haz de electrones, se utiliza
un equipo que permite la observacién y caracterizacion de materiales mediante una
unidad de rastreo y transmision (STEM) como el que se muestra en la Figura 5,
obteniéndose imagenes de campo claro y campo oscuro. Este equipo dispone de un
espectrometro de energia de dispersion de Rayos X que permite la realizacion de
analisis quimicos cuantitativos y cualitativos, asi como la distribucién superficial
simultanea de elementos quimicos (hasta 32) y el analisis quimico de perfil lineal
[59].

Una ventaja de los instrumentos en modo STEM es que el contraste se puede mejorar
recogiendo varias sefiales, mostrando diferencias y/o relaciones de éstas mediante

procesamiento analdgico o digital. En particular, los atomos individuales sobre un
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sustrato delgado se pueden visualizar con un contraste mayor que un microscopio
electrénico de transmision convencional, ademas que nos permite realizar barridos de

la muestra [60].

Para el STEM el haz de electrones se enfoca sobre la muestra y la rastrea igual que
un microscopio de barrido, solo que aqui en vez de detectar los electrones

secundarios se captan los electrones transmitidos.

Figura 5. Microscopio electronico de transmision. (JEOL) JEM-2100.

Los microscopios de transmision tienen una capacidad de resolucion muy buena
entre lineas, lo que permite aplicarlo en multiples campos de investigacién: biologia
vegetal, nuevos materiales, medicina, farmacologia, arqueologia, control de calidad,
investigacion forense, catalisis, combustibles fosiles, energia solar, biodegradacion

de materiales, etc.
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Difraccion de rayos X (XRD)

Los rayos X son radiacién electromagnética de la misma naturaleza que la luz, pero
de longitud de onda mucho mas corta. Los rayos utilizados en difraccion tienen
longitudes de onda en el rango 0.5-2.5 A mientras que la longitud de onda de la luz
visible esta en el orden de 6000 A, lo cual se puede apreciar en el espectro [61].

La difraccién de rayos X es uno de los fendmenos fisicos que se producen al
interaccionar un haz de rayos X, de una determinada longitud de onda, con una
sustancia cristalina. Esta técnica analitica se basa en la dispersion coherente del haz
de rayos X por parte de la materia (se mantiene la longitud de onda de la radiacién) y
en la interferencia constructiva de las ondas que estan en fase y que se dispersan en

determinadas direcciones del espacio [62, 63].

Como se ilustra en la Figura 6, la difraccion de los rayos X por un cristal se puede
describir en términos de dptica geométrica. Cuando una onda plana incidente con el
vector Ky es dispersada por los planos de la red de un cristal, los rayos paralelos
difractados por los planos subsiguientes de la red tienen que viajar distancias
diferentes a través del cristal. Geométricamente, la diferencia de longitud se da
simplemente por Ag = 2dsenf donde d es la distancia entre los planos y 6 es el

angulo entre la radiacion incidente y los planos.

—

>z

/o

#Ag = 2d,,, sind

Figura 6. llustracion para la derivacion de la ecuacion de Bragg [64].

Esta técnica ha llegado a ser un método indispensable para la caracterizacion y
control de calidad de diversos materiales, considerandose una técnica no destructiva

que sirve para analizar un amplio rango de materiales, tales como minerales,
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polimeros, catalizadores, plésticos, compuestos farmacéuticos, ceramicos y
semiconductores, entre otros. Todo experimento de este tipo requiere una fuente de
rayos X, la muestra que se investiga y un detector para recoger los rayos X

difractados.
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Figura 7. D2 PHASER (Bruker) equipo utilizado para la difraccion de rayos X.

Meétodo de Dialisis para estudio de liberacién

En los ultimos afios se ha realizado un gran esfuerzo en el campo de la
nanotecnologia farmacéutica. Especialmente muchos de los estudios que se han

realizado en esta area, estan dirigidos a la liberacion del farmaco de manera in vitro.

El método de dialisis dindmica ha sido extensamente utilizado para medir la cinética
de liberacion de farmacos encapsulados en diferentes tipos de transportadores. Por lo
general, para este tipo de estudios se utiliza una membrana porosa de 12,000 Dalton
(Da) (o menos) para separar la fase donante, que contiene el sistema de transporte o
nanoparticula y el agente medicado de la fase de recepcion, en donde se dan las
condiciones de inmersién para que se lleve a cabo la liberacion, utilizando una
disolucion de fosfatos generalmente. En esta Ultima fase se mide la velocidad de
aparicion del farmaco y se toma como la tasa de liberacion a partir de las
nanoparticulas o nanotransportadores. Recientemente, Zambito et al. [65] sefial6 que

de los 90 informes de la literatura sobre la liberacion del farmaco in vitro a partir de
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nanoparticulas encuestados en el afio 2011, casi el 40 utiliza diélisis dindmica para

medir la cinética de liberacion.

Nk
pREFEEH
% Extravesicular  Membrane de dialisis

»
»

—_

Primera difusion Segunda difusion

Figura 8. Esquema que representan el estudio de la cinética de liberacion del farmaco

desde los liposomas por el método de dialisis dindmica [66].

La mayoria de los estudios informan de un patron de liberacion que se caracteriza
por una explosion de liberacion de corto tiempo, seguida de una liberacion sostenida
de mas larga duracion. En la dialisis dinamica, la aparicion de medicamento en el
compartimiento del receptor es el resultado de la difusion de las nanoparticulas
seguido por difusion a través de la membrana de didlisis, aungue se trata
generalmente como un simple proceso de primer orden, como se ve en la Figura 8,

para un sistema liposomal [66].
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Capitulo I11. Desarrollo Experimental

Preparacion de materiales poliméricos

Los materiales utilizados para el desarrollo de este estudio adquiridos en Sigma-
Aldrich fueron Polivinilpirrolidona (PVP-40000) y Polietilenglicol (PEG-8000) los
cuales se utilizan para la preparacion de tres muestras diferentes (P1, P2 y P3) las

cuales mantienen diferentes proporciones de masa (2:1, 1:1 y 1:2 respectivamente)

La preparacion de los polimeros se llevé a cabo a través de una mezcla de PEG-8000
y PVP-40000 en medio acuoso (100 ml), temperatura ambiente y agitacion
constante; una vez que se disolvieron completamente los polimeros, se llevaron a
bafio Maria con temperatura de 90°C hasta eliminar la mayor cantidad de agua
posible, obteniéndose asi un material compuesto de PEG-PVP.

Ensayos de toxicidad de materiales poliméricos

Cepa bacteriana

La cepa de Escherichia Coli (E. Coli), empleada para realizar los bioensayos de
toxicidad de los materiales poliméricos utilizados en este trabajo, es la TOP10 E.
Coli; cultivada en medio de cultivo LB y agar EMB en una incubadora a 37° C.
Medios de cultivo

Los medios de cultivos liquidos (medios en caldo) o solidos (medios en agar)
proporcionan los nutrientes necesarios para el crecimiento de los microorganismos.

Para llevar a cabo los experimentos realizados en este trabajo se han utilizado los

siguientes medios de cultivo:
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Caldo de luria (LB)

Tabla 4. Composicion de caldo de luria en 1 L de solucion.

Reactivo Cantidad
Triptona 109
NaCl 10g

Medio definido con Eosina y Azul de Metileno (EMB)

Tabla 5. Composicion de medio agar EMB en 1 L de solucion.

Reactivo Cantidad
Peptona de gelatina 109
Lactosa 5¢
Sacarosa 50
Fosfato dipotasico 290
Eosina Y 049
Azul de metileno 65 mg
Agar 13.5¢g

Preparacion de medios de cultivo:

Disolver la cantidad de medio necesario en un litro de agua destilada.
Mezclar con temperatura y agitacion hasta que hidrate correctamente

Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

M W Do

Para el caso del medio agar EMB, vaciarlo en cajas Petri estériles evitando la

formacion de burbuja

Bioensayo de Toxicidad

1. Los materiales poliméricos P1, P2 y P3 se sonificaron por 5 minutos en tubos

de ensayo con 5 ml de medio nutritivo (Caldo LB).
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2. Se inocula una colonia de E. Coli de 1 mm, en los tubos que contienen los
materiales poliméricos disueltos.

3. Se preparan dos tubos de control el positivo y el negativo, que contienen el
caldo inoculado sin y con E. Coli.

4. Los tubos se incubaron a 37°C.

5. Extraer 400 puL cada 2 h y analizar en espectrofotdmetro con A=600 nm.

Difraccion de rayos X

Los estudios de difraccion de rayos X (XRD, por sus siglas en inglés) se llevaron a
cabo utilizando un difractémetro de rayos X (D2-Phaser, Bruker). Las muestras
seleccionadas fueron cargados en un soporte y se colocan en una placa de cuarzo
para la exposicion a la radiacion Cu K-a de longitud de onda de 1.5406 A.El
difractometro se hizo funcionar a 30 kV, 10 mA en un rango de 26 de 10-50°, con un

tamafo de paso de 0.02°, y un tiempo de recuento de 1 s/paso.

Carga de farmaco en el polimero

Se pesaron 50 mg de cada muestra del material polimérico (P1, P2 y P3) y se
disolvieron en 5 ml de agua destilada (concentracién 10 mg/ml); simultdneamente, se
pesaron 5 mg de farmaco (indometacina o 5-fluorouracilo ambos con pureza de 99%)

y se disolvieron en 5 ml de etanol al 70% (concentracion 1 mg/ml).

Una vez que se disolvio completamente, se mezcla la solucién del material
polimérico con el farmaco y se deja en agitacion durante 24 h a temperatura
ambiente, manteniendo una relaciéon 1:10 del farmaco con el polimero.
Posteriormente se afiadieron 0.5 g de sacarosa y se dejo en agitacion durante 24 h,
este ultimo actia como un agente lioprotector. En estas etapas de agitacion, el
material polimérico esta en contacto con el farmaco durante largos periodos de
tiempo con la finalidad de lograr una mayor y adecuada encapsulacion, debido a las
propiedades hidrofilicas e hidrofébicas de los materiales. En seguida, la mezcla se
congeld y se paso a liofilizar en LABCONCO-FreeZone 2.5 durante 48 horas
operando el equipo a 1.030 mBar y -49°C.
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5 mg de farmaco 50 mg de polimeros

Disolver Disolver

5 ml de etanol 5 ml de agua

puro
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Agitacion Agitacion
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soluciones

Agitacion 24 h
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lioprotector

Agitacion 24 h

Figura 9. Diagrama del procedimiento de carga del farmaco

e
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Como se menciond anteriormente los materiales poliméricos (P1, P2 y P3) se
cargaron con indometacina y 5-fluorouracilo en una relacién de 1:10 y se
identificaron como se muestran en la Tabla 6. Todos los procedimientos de carga de
farmacos se realizaron por triplicado, ya que los diferentes analisis de liberacion se
efectuaran en el mismo nimero de ocasiones con la finalidad de reforzar la confianza

de que se obtienen resultados confiables.

Tabla 6. Notacion de los materiales poliméricos cargados con indometacina y 5-

fluorouracilo respectivamente.

Notacion Composicion
11 P1 + indometacina
12 P2 + indometacina
13 P3 + indometacina
F1 P1 + 5-fluorouracilo
F2 P2 + 5-fluorouracilo
F3 P3 + 5-fluorouracilo

Microscopia Electronica de Transmision-Barrido

La Microscopia Electréonica de Transmision-Barrido (STEM, por sus siglas en
inglés) es una técnica utilizada para estudiar la forma, la estructura y el tamarfio de los
polimeros, ya que es capaz de concentrar el haz de electrones en un punto estrecho y
escanear la muestra, evitando o reduciendo el dafio a los materiales poliméricos
utilizados para encapsular ambos farmacos hidrofébicos. Para su analisis P1, P2, P3,
11, 12, 13, F1, F2 y F3 son dispersadas en alcohol isopropilico mediante ultrasonidos;
inmediatamente se coloca un poco de la suspension en una rejilla de cobre revestida
con una pelicula de carbono, para secar en condiciones ambientales y luego examinar

bajo el Microscopio Electrénico de Transmision.
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Las micrografias se obtuvieron utilizando un Microscopio Electronico de
Transmision. (JEOL) JEM-2100 que funciona a 200 kV de voltaje de aceleracion con

un filamento LaBg en modo STEM con detector de campo claro.

Espectrometria infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

Los espectros FT-IR se obtuvieron manipulando un espectrofotometro infrarrojo
Spectrum Two (Perkin Elmer) con detector directo en modo de transmitancia y
resolucién de 0.5 cm™. Las muestras se pusieron en contacto con reflectancia total
atenuada horizontal (ATR, por sus siglas en inglés) a temperatura ambiente (20 °C) y

los espectros se consiguieron usando Spectrum en la version 6.0 del software Lab.

Antes y después de cada lectura se tomo de referencia un nuevo espectro de fondo
del aire. Las mediciones se realizaron en modo transmitancia para cada una de las
muestras de PEG-8000, PVP-40000, P1, P2, P3, I1, 12, 13, F1, F2, F3, 5-

fluorouracilo e indometacina pura.

Estudios de la liberacion de farmacos

Para las pruebas de liberacién de farmaco se utilizaron membranas de dialisis (4-
MWCO con un peso molecular de corte de 12.000-14.000 Da) marca Spectra/Por y
se preparé una solucion salina amortiguadora de fosfatos (PBS, por sus siglas en
inglés phosphate buffered saline) con un pH de 7.2. La solucién PBS 10X se diluye a

1X para utilizarse como medio en las pruebas de liberacion del farmaco.

Tabla 7. Composicién de solucion PBS (solucion stock 10X).

Reactivo Cantidad
Cloruro de sodio (NaCl) 20.15¢
Cloruro de potasio (KCI) 0.55¢g
Fosfato de sodio (Na;HPOs) 2.875¢
Fosfato de potasio (KH2PO,) 0.5g
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Para las pruebas de liberacion in-vitro de los farmacos, se disuelven completamente
los materiales poliméricos cargados con farmaco (11, 12, 13, F1, F2 y F3) en 10 ml de
PBS y se inyectan en las membranas de dialisis, posteriormente estas membranas
completamente cerrados (en forma de tubo) se colocan dentro de un vaso de
precipitado con 100 ml de solucién PBS, que funciona como medio de liberacion,

como se muestra en la Figura 10.

Medio de .
Polimero

liberacion (PBS) //—\ cargado con
/ farmaco + PBS

—__ Tubode
dialisis

Figura 10. Representacion grafica del sistema de liberacion controlada de farmacos.

29



El fendmeno de difusion para la liberacion de indometacina y 5-fluorouracilo a
través de la membrana se realizd en una incubadora a 100 rpm, pH = 7.2 y una
temperatura de 36 ° C simulando las condiciones de la piel. EI muestreo se llevé a
cabo tomando 2 ml del liquido circundante a la membrana presente en el vaso de
precipitado, dichas muestras fueron analizadas mediante espectrometria UV-vis
(HACH-DR 5000) con la longitud de onda correspondiente a cada farmaco.

Curvas de calibracion

Para elaborar las curvas de calibracion de los farmacos se prepararon las disoluciones
patrén en una solucion de PBS para el 5-fluorouracilo y en etanol al 70% para la
indometacina, respectivamente. Se midieron en el UV-vis con la finalidad de obtener
la funcion sefial-concentracion y poder construir la curva de calibracién para
diferentes concentraciones conocidas que estén dentro del rango valido, sin
sobrepasar el limite de linealidad, marcando la concentracion maxima para la cual la
curva de calibracion seria fiable. Una vez realizada la curva de calibracion se utilizd

para elucidar la concentracion de los farmacos en el estudio de liberacion.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION
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Capitulo 1V. Resultados y Discusion

Preparacion de materiales poliméricos:
Como se describe con anterioridad, para llevar a cabo este estudio los materiales
poliméricos se preparan en diferentes proporciones de masa a partir de PEG-8000 y

PVP-40000, obteniéndose asi tres muestras diferentes como se muestra en la Tabla 8.

Tabla 8. Relaciones de masa de los materiales poliméricos (P1, P2 y P3).

Muestra
P1 P2 P3
Polimero
PV/P-40000 2.0004 g 1.0040g | 1.0009
PEG-8000 1.0007 ¢ 1.0045¢g | 2.0003
Relacién masica 2:1 1:1 1:2

De origen el PEG es un material blanco y granulado, que al disolverse se vuelve
incoloro; al igual que el PEG, el PVP es un polvo fino, color blanco que en solucion
es transparente. Al mezclarse estos dos compuesto y conforme se elimina el agua en
la mezcla, las muestras presentaron un tono amarillo claro, obteniéndose asi un

material polimérico a base de PEG-PVP, como los que se muestran en la Figura 11.

Figura 11. Materiales poliméricos compuestos de PEG: PVP con diferente relacion
de masa: (a) P1, (b) P2y (c) P3.

32



Bioensayos de toxicidad

Los bioensayos de toxicidad se analizan observando el comportamiento de la curva
de crecimiento de una cepa bacteriana. En este caso, se utiliz6 una cepa de
Escherichia coli (E. Coli) para reconocer y evaluar los efectos toxicos de los

materiales polimeéricos de PEG-PVP.

En la Figura 12 se puede observar que P1, P2 y P3 presentan alto indice de viabilidad
y un crecimiento similar al control positivo, mostrandose compatibles
bioldgicamente con la cepa de E. Coli. Por lo tanto, los materiales a base de PEG y
PVP no presentaron toxicidad hacia la bacteria y se muestran como buenos

candidatos para aplicaciones en el transporte de farmacos.

—&— Control (+)
—o— Control (-)
—A—P]
—v—P2
—4—P3

Absorbancia (U.A))

0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (h)

Figura 12. Curvas de crecimiento de E. Coli en presencia de materiales poliméricos
PEG-PVP (P1, P2y P3).
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Difraccion de rayos X

Las propiedades mecanicas de los polimeros pueden ser alteradas por el grado de
cristalinidad, debido a la disposicion uniforme de sus cadenas dentro de su
estructura, por ejemplo, un polimero cristalino se degradard méas lentamente que uno
amorfo. Sin embargo, los polimeros cristalinos son fragiles y por lo general menos

adecuados para la aplicacion de administracion de farmacos [67].

En la Figura 13, de acuerdo con los patrones de difraccion de las muestras P1, P2 y
P3 muestran una intensidad en el &ngulo de difraccion 20 de 21.12 y 24.34, los cuales
corresponden al PEG, mientras que PVP es totalmente amorfo, este no presenta
ninguna intensidad en los difractogramas [68]. Por eso la combinacién de las
propiedades de ambos materiales ayudan a lograr una adecuada liberacion de los
farmacos cristalinos y poco solubles. Por estas razones en este trabajo se decidid
utilizar un polimero cristalino y uno amorfo, con la finalidad de combinar sus

propiedades.

/M’AJ\\%K P1
N P2
I S U
L A du A ndometacina |

Intensidad (u.a.)

5-Fluorouracilo

10 15 20 25 30 35 40 45 50
2 theta

Figura 13. XRD de indometacina, 5-fluorouracilo, P1, P2 y P3.
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Carga del farmaco en el polimero

Uno de los requisitos basicos para los tratamientos es la dosis de farmaco
encapsulada, para el estudio de las liberaciones por medio de la técnica de UV-vis, se
procede a cargar las muestras en una relacion 1:10, encapsulando la mayor cantidad
de farmaco posible en el sistema polimérico sin que esta pierda su estructura micelar.
En la Figura 14 se muestran las diferentes muestras de polimeros cargados con

indometacina y 5-fluorouracilo después de liofilizar.

Las micelas sintetizadas fueron liofilizadas con sacarosa como lioprotector,
mostrandose la sacarosa como un buen candidato de acuerdo con los estudios de
Tobias Miller et al. [69] donde establece que los procedimientos de carga como la
estabilizacion con el lioprotector son de relevancia para el desarrollo de nuevas
técnicas de preparacion de micelas poliméricas cargadas, debido a que este puede

actuar como un protector versatil para las micelas poliméricas fragiles.

Figura 14. Materiales poliméricos cargados con indometacina (a) 11, (b) 12y (c) I3;
con 5-fluorouracilo (d) F1, (e) F2 y (f) F3 después de liofilizar.
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Espectrometria infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)
Materiales polimeéricos

La Figura 15 muestra el espectro FT-IR del material polimérico PEG-PVP a sus
diferentes relaciones de masa (P1, P2 y P3). Los analisis se realizaron en una
frecuencia de 750-4000 cm™ a temperatura ambiente. El espectro claramente exhibe

bandas caracteristicas de PEG y PVP.

Los resultados muestran las sefiales caracteristicas de la cadena de polietilenglicol
siendo a 1050-1150 cm™ las sefiales caracteristicos de las vibraciones de -C-O-C- y
en 945-1106 cm™ los de -C-O-, también se observaron las bandas caracteristicas de
polivinilpirrolidona para los enlaces C=0 en 1698 cm™ , C=C a 1631 cm™ y la sefial
caracteristica de C-N a 1.278 cm™, ademés, se apreciaron los distintos enlaces C-H
de 1300-1460 cm™ y 2850-2960 cm™ de PEG y PVP respectivamente. A mayor
concentracion de PVP los picos de absorcién de C=0 caracteristicos a 1698 cm ™ se
hacen mas evidentes. Ademas, a medida que aumenta el contenido de PEG en los
materiales poliméricos las bandas caracteristicas de absorcion de C-O-C se hacen

mas notorias [70].
Polimeros cargados con indometacina

Se realizaron las pruebas de FT-IR para corroborar de alguna forma la presencia de

indometacina en los materiales poliméricos.

En la Figura 16 se aprecian las bandas caracteristicas de la indometacina en 3025 cm’
! (estiramiento C-H aromatico), 2967 cm™* (vibraciones de tensién C-H), 1712 cm™
(vibraciones de tensién C= O), 1690 cm™ (grupo amida), en 1261 cm-1 (estiramiento
O-C asimétrica aromatico) y 1.086 cm™ (estiramiento O-H simétrica aromatico) lo
que confirma que el farmaco estd presente en el sistema micelar [71, 72, 73].
También es posible observar las sefiales caracteristicas de los materiales poliméricos

analizados con anterioridad.
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Polimeros cargados con 5-fluorouracilo

La interaccion y union de 5-fluorouracilo a los materiales poliméricos se confirmaron
mediante los espectros FT-IR de 5-fluorouracilo y los materiales poliméricos
cargados con dicho farmaco (F1, F2 y F3). La Figura 17 muestra los espectros FT-IR
de 5-fluorouracilo puro y sus interacciones con F1, F2 y F3 que corresponden a los
encapsulados; todo esto en la regién de 4000-450 cm™. El espectro FTIR de 5-FU
mostré picos caracteristicos a 3125 cm-* para el estiramiento N-H, 1726 cm™ para

estiramiento C=0y 1662 cm " y 1247 cm™ para vibracion en el anillo [74].
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Figura 15. (a) FT-IR de los materiales poliméricos P1, P2 y P3.
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Figura 16. (a) FT-IR de los materiales poliméricos cargados con indometacina 11, 12

e 13 después de liofilizar y de indometacina pura.
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Figura 17. (a) FT-IR Materiales poliméricos cargados con 5-fluorouracilo F1, F2 'y

F3 después de liofilizar y de 5-fluorouracilo puro.
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Microscopia Electréonica de Transmision- Barrido (STEM)

El estudio de la morfologia de los materiales se realizd mediante Microscopia
Electrénica de Transmision-Barrido (STEM) utilizando el detector de campo claro. A
continuacion, se aprecian las micrografias de los materiales poliméricos sin la
presencia del farmaco (P1, P2 y P3), la de los materiales poliméricos cargados con

indometacina (11, 12 e 13) y los materiales cargados con 5-fluorouracilo (F1, F2 y F3)

En la Figura 18 se muestran los materiales poliméricos sin la presencia de los
farmacos, siendo (@) P1, (b) P2 y (c) P3 a diferentes relaciones masicas
respectivamente. En la Figura 18(a) se muestra P1 que corresponde a una relacion
1:2 de PEG: PVP y sostiene una distribucion de tamafio de 0.1 um de didmetro,
presentando en su mayoria formas circulares, siendo la mas pequefia de las muestras
sin cargar. La Figura 18(b) muestra la micrografia de P2 el cual mantiene una
relacion 1:1, y nos deja ver tamafios que oscilan entre 0.2 pm y 0.5 pum con una
forma semicircular, no muy definida. La Figura 18(c) muestra formas irregulares e
indefinidas y corresponde a la muestra P3 compuesta de PEG-PVP con una relacion
2:1 de PEG-PVP.

En la Figura 21 se muestran los materiales poliméricos cargados con indometacina,
siendo (a) 11, (b) 12 y (c) 13. Primeramente, en la Figura 19(a) se muestra el sistema
I1 sin mostrar micelas perfectamente definidas, ademés, de diferentes tamafios y
ligeras aglomeraciones de sus componentes. Para la Figura 19(b), el sistema
polimérico cargado con indometacina 12 tiene una forma circular definida con
tamanios regulares con una distribucion de 1 um, y tamanos que van de 0.5 um a 1.5
um, estos materiales no muestran aglomeraciones y mantienen buena estructura,
apreciandose perfectamente el nudcleo hidrofébico y la corona hidrofilica de los
materiales. La Figura 19(c) nos ensefia la micrografia de la muestra 13, donde se
observan sistemas micelares circulares bien definidos, pero de menor tamafo que 12,

con diametros de aproximadamente de 0.4 pum.

En la Figura 20 se muestran los materiales cargados con 5-fluorouracilo, siendo (a)
F1, (b) F2 y (c) F3. En estas micrografias se puede apreciar que la relacion en masa

utilizada para los materiales poliméricos juega un papel importante en la
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encapsulacion de los farmacos, mostrando comportamientos similares a los
mostrados en la Figura 19. Para este caso en la Figura 20(a) se aprecia el sistema F1
con diferentes tamafios que van desde 0.1 a 1 um, observandose formas circulares,
con nuacleos ligeramente cargados, en términos generales muestra mayor
inestabilidad para la encapsulacion de 5-fluorouracilo que los sistemas F2 y F3. Para
la Figura 20(b), el sistema F2 tiene una forma circular definida con tamafos
regulares, manteniendo una distribucion de 1.2 pm, y tamafios que van de 0.8 um a
1.3 um, estos materiales no muestran aglomeraciones y mantienen una clara
estructura micelar. La Figura 20(c) nos ensefia la micrografia de la muestra F3,
donde se observan sistemas micelares circulares bien definidos, de tamafio similar a
F2, con diametros aproximados de 1 um, aun asi, muestra una distribucion de tamafio

mas pequefia que F2.

Para las figuras 18, 19 y 20 se muestra claramente el cambio existente entre un
sistema cargado con el farmaco y los sistemas de los materiales poliméricos sin
cargar, debido a que una vez cargados muestran estructuras circulares y arquitecturas

definidas en su mayoria.

Los sistemas cargados con farmacos exhiben claramente un nucleo con tonalidad
opaca (oscura) que concierne a la parte hidrofébica del sistema micelar, en este caso
compuesta de indometacina o 5-fluorouracilo, mientras que la parte hidrofilica que
actla como un sistema de almacenamiento y dosificacion, estd formada por el
material polimérico PEG:PVP con diferentes relaciones de masa, presente alrededor
del nucleo hidrofébico como se aprecia claramente en la Figura 21, que corresponden
a diferentes micrografias de 12 y F2, respectivamente. También es importante
mencionar que el fendmeno de difusion, la morfologia y el tamarfio de los sistemas
poliméricos pueden llegar a jugar un papel importante en la liberacion de los

farmacos a través del sistema polimérico micelar [75].
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Figura 18. Micrografias STEM de materiales poliméricos (a) P1, (b) P2y (c) P3.
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Figura 19. Micrografias STEM de materiales poliméricos cargados con indometacina
@ 11, (b) 12y (c) 13.
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Figura 20. Micrografias STEM de materiales poliméricos cargados con 5-
fluorouracilo (a) F1, (b) F2 y (c) F3.
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Figura 21. Micrografias de STEM del material cargado con indometacina (a) y (b)

que conciernen a la muestra 12; mientras que (c) y (d) corresponden a la muestra F2
de 5-fluorouracilo cargada en el material polimérico.
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Estudios de liberacion controlada de farmacos
Determinacion de longitud de onda

Antes de comenzar con las pruebas de liberacion de indometacina y 5-fluorouracilo,
se determiné la longitud de onda correspondiente al pico maximo de absorcion de
todos los compuestos utilizados en el procedimiento de encapsulacién, con el fin de
verificar que no exista interferencia para la cuantificacion de la concentracion

liberada de indometacina y 5-fluorouracilo.

Para la determinacion del pico méaximo de absorcion de cada uno de los materiales
utilizados en la fabricacion del sistema micelar, se llevaron a cabo diferentes
mediciones de las diluciones de estos compuestos a diferentes longitudes de onda,
realizandose barridos de los 190 a los 1000 nm. En la Tabla 9 se muestra el punto

maximo de absorcion para cada compuesto.

Tabla 9. Longitud de onda maxima de los materiales involucrados en los estudios de

liberacion de farmaco.

Compuesto Amax (nm)
PEG 207
PVP 233

P1 233
P2 231
P3 229
Lioprotector 218
Indometacina 267
5-fluoracilo 266

De lo anterior se puede observar que la indometacina y el 5-fluorouracilo presentaron
una absorbancia de 267 y 266 nm respectivamente, mientras que los otros materiales
tienen una longitud de onda méaxima que no interfiere con la de los farmacos. Por lo
tanto, estas longitudes de onda fueron seleccionadas para realizar los experimentos

de liberacidn de cada uno de los farmacos.
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Curvas de calibracién

La curva de calibracion es un método analitico muy utilizado para determinar la
concentracion de una sustancia en una muestra desconocida. Para su construccion se
utilizan disoluciones que contienen concentraciones conocidas de analito. En este
caso, las curvas de calibracion se realizaron para conocer la concentracion de
farmaco liberado, utilizando cinco puntos de referencia, los cuales se encuentran
entre los intervalos de concentracion que se pudieron presentar en los fenGmenos de

liberacion.

Curva calibracion indometacina

Aqui se muestran los resultados de la curva de calibracion de indometacina disuelta
en una solucion de etanol al 70%. Estas curvas de calibracion se midieron a una
longitud de onda de 267 nm, la cual corresponde a una de las sefiales mas intensas,
caracteristicas de la indometacina. En la Tabla 10 se dan a conocer las
concentraciones (peso/volumen) utilizadas para la elaboracion de las curvas de

calibracién y los valores de absorbancia correspondientes a cada disolucion.

Tabla 10. Valores de absorbancia de indometacina en el punto maximo de absorcion
por UV-VIS.

Concentracion _
) Absorbancia
mg Indometacina / 100 ml solvente

0.584
1.135
1.355
1.856
2.200

gl B~ W N | O

La ecuacion de la recta que nos permite calcular las concentraciones de farmaco

liberado por las micelas poliméricas; se obtiene al graficar el valor de absorbancia de

48



cada disolucién. Para este caso la ecuacion de la recta es 42.96X + 0.1143, con un
valor de r’ = 0.9818, como se muestra en la Figura 22.

2.5

2.0 +

1.5

1.0 H

y=42.96 X + 0.1143

Absorbancia (0.D.)

0.5 2
r'=0.9818

0.0 H [ ]

T T T T T T T T T T T
0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05
Concentracion (mg/ml)

Figura 22. Curva de calibracion de indometacina.

Curva de calibracion de 5-fluorouracilo

Se realizd el mismo procedimiento para las curvas de calibracion del 5-fluorouracilo,
disolviéndolo en una solucién de fosfatos a pH de 7.2. Las lecturas de absorbancia
fueron obtenidas a una longitud de onda de 266 nm caracteristico del 5-fluorouracilo.
En la Tabla 11 se presentan las concentraciones (peso/volumen) utilizadas para las
curvas de calibracion y los valores de absorbancia correspondientes a cada

disolucion.

49



Tabla 11. Valores de absorbancia del 5—fluorouracilo en el punto maximo de
absorcion por UV-VIS.

Concentracion
mg 5-fluorouracilo / 100 ml Absorbancia
solvente
0 0
1 0.581
2 1.116
3 1.396
4 2.016
5 2.452

Con estos valores de absorbancia de cada concentracion conocida se obtuvo la
gréfica de la Figura 23, la cual se utiliza para calcular la concentracion de 5-

fluorouracilo liberado de las micelas poliméricas en las pruebas de liberacion.

2.5+

20 y=48.1285 X + 0.05695

1

r’=0.9918
1.5 4

1.0 H

Absorbancia (0.D.)

0.5 1

0.0 + n

I T I T I T I T I T I
0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05
Concentracion (mg/ml)

Figura 23. Curva de calibracion 5-fluorouracilo.

La Ecuacion de la recta obtenida para la curva de calibracion de 5-fluorouracilo es
y=48.1285X + 0.05695, presentando un valor de r* = 0.9918.
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Andlisis de liberacion controlada de indometacina

Para el estudio de liberacidn controlada se utilizé la técnica de dialisis a un pH de 7.2
y temperatura de 36°C, ademas, se dio seguimiento a las cinéticas de liberacion del
farmaco, con el espectrometro UV-Vis. La Figura 24 describe graficamente el
comportamiento de liberacidén invitro de indometacina cargado en el material
polimérico PEG-PVP.

Durante los primeros minutos 11, 12 e 13 mantuvieron un comportamiento similar,
alcanzando una liberacion aproximada del 20%, sin embargo, conforme avanzo el
tiempo se apreciaron diferentes conductas de liberacion, las cuales pueden estar
asociados con la composicion masica y morfolégica que tiene los materiales

poliméricos cargados.

El sistema 11 fue el que liber6 indometacina de manera mas rapida, logrando después
de 5 horas, una liberacién mayor al 80%; a partir de este tiempo la liberacion se dio

paulatinamente hasta alcanzar el 100% a las 44 horas.

Por otra parte, los materiales 12 e 13 presentaron comportamientos de liberacién muy
similares, manteniendo un gradiente de liberacion mas lento que 11, y que para
efectos de una liberacion controlada resulta conveniente. La muestra 12 present6 una
liberacion del 72% transcurridas las primeras 5 horas, pero alcanz6 una liberacion

superior al 90% en las 44 horas de estudio.

Como se hace ver en el parrafo anterior la muestra 13, presentd una liberacién
parecida a la de 12, sin embargo, esta solo alcanzé una liberacion del 85% después de
44 h, debido a que presenta una cdpsula mas amplia compuesta por la relacion
masica 2:1 del material polimérico PEG: PVP siendo el PEG mas cristalino que PVP

pudiendo limitar de cierta manera el fendmeno de liberacion.

Los tres materiales presentaron una disminucion en el gradiente de liberacion de
indometacina después de 5 horas, manteniendo una liberacion inicial acelerada

seguida de wuna fase de liberacion sostenida, mostrando gradualmente un
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comportamiento lineal. Estos sistemas micelares exhibieron un adecuado
comportamiento comparandolo con los hidrogeles de PMAPTACMAAC-5 los cuales
exhiben una liberacion acumulativa maxima de indometacina del 82% después de 12
h [76] y también sostuvieron una mejor liberacion que acuosomas de nucleos
inorganicos [77], ademés, los materiales poliméricos PEG-PVP ayudan a mejorar la
solubilidad de este farmaco.
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Figura 24. Grafica de liberacion acumulativa de indometacina (44 h).
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Andlisis de liberacion controlada de 5-fluorouracilo

Al igual que en el estudio de liberacion controlada de indometacina, aqui también se
hace uso la técnica de dialisis en las mismas condiciones y del espectrometro UV-vis
para elucidar la cantidad de farmaco liberada en el transcurso del tiempo.
Consecuentemente, en la Figura 25 se aprecia el comportamiento de liberacion
invitro de 5-fluorouracilo cargado en el material polimérico PEG-PVP a diferentes

relaciones de masa.

En el estudio de liberacion controlada de 5-fluorouracilo se observa que dentro de las
primeras 5 horas las tres muestras (F1, F2 y F3) sostuvieron una liberacion inicial
rapida y consecuentemente presentaron una fase de liberacién sostenida, la cual es
diferente para cada una de las muestras. Este comportamiento se le atribuye a la
relacion masica y caracteristicas que presentan los materiales utilizados para
encapsular, asi como las caracteristicas del farmaco encapsulado, en este caso con

peso molecular de 130.077 g/mol.

Analizando la Figura 25 nos damos cuenta que F1 y F3 mantuvieron
comportamientos similares, presentando una liberacion acelerada durante las
primeras 5 horas, alcanzando una liberacion aproximada del 90 %, que después de 24

horas llega al 95%, liberdndose solo el 5% en un transcurso de 19 horas.

Para la muestra F2 se contempl6 una liberacion del 85% durante las primeras 5
horas, y al final de 24 horas de experimentacidn se registré una liberacion del 94%,
manteniendo mejor liberacion controlada que F1 y F3. Por lo tanto, y en conjunto
con los estudios morfoldgicos, la que mayor estabilidad en su arquitectura micelar y
mejores caracteristicas para la administracion controlada de 5-fluorouracilo en el

tiempo es la muestra F2, estando compuesta de PEG: PVP con una relacién 1:1.

Estos sistemas micelares a un pH de 7.2-7.4 presentaron resultados alentadores para
la liberacion de farmacos. Por lo tanto, se busca que con la aplicacion de 5-
fluorouracilo a través de este sistema micelar de PEG-PVP ayude a disminuir las
reacciones locales provocadas por las aplicaciones topicas en formas de crema de 5-

fluorouracilo al 5%, como el estudio realizado por Alcala et al. [78] donde evalué un
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sistema liposomal al 0.5%, el cual disminuye significativamente las reacciones
ocasionadas por este tipo de cremas.
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Figura 25. Grafica de liberacion acumulativa de 5-fluorouracilo (24 h).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES
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Capitulo V. Conclusiones

Los sistemas poliméricos de PEG- PVP se muestran como una opcién interesante
para mejorar la liberacion de farmacos, debido a que la combinacion de las
propiedades cristalinas de ambos materiales, le proporciona las caracteristicas

necesarias para que se pueda llevar a cabo este fenémeno.

Se debe sefalar que, al variar la relacion de masa de los polimeros, estos sistemas
pueden presentar diferentes comportamientos; los cuales, también se ven afectados

por los farmacos que se estan encapsulando.

La presencia del farmaco en los sistemas poliméricos se corroboré mediante el
estudio de infrarrojo, el cual proporciono las bandas caracteristicas de indometacina
y 5-fluorouracilo en sus sefiales caracteristicas. Sin embargo, se aprecio un ligero
apantallamiento ejercido por los sistemas poliméricos hacia el farmaco (quedando
expuesto hacia el accesorio del ATR la capsula polimérica), lo cual, impide que se
muestre claramente las huellas digitales de los farmacos en el espectro, todo esto,

debido a las caracteristicas hidrofébicas e hidrofilicas de cada uno de ellos.

Los sistemas poliméricos P1, P2 y P3, mantienen en general formas irregulares o
semicirculares, mientras que los polimeros cargados 11, 12, 13, F1, F2 y F3 conservan
una tendencia a formar micelas circulares con un ndcleo del farmaco hidréfobo y su
capsula polimérica. El estudio de la morfologia de los materiales cargados y sin
cargar mostr6 claramente el cambio existente entre un sistema cargado con el
farmaco y los sistemas de los materiales poliméricos sin cargar. Por otra parte, la
morfologia de los sistemas 12, 13, F2 y F3 mostraron mayor estabilidad en la
arquitectura y distribucién de los tamarfios del sistema, aspecto que esta relacionado

con la capacidad de liberacion, segun los resultados.

Las diferentes relaciones de PEG y PVP manifestaron una mejora en la
disponibilidad del farmaco, liberandolos por tiempos prolongados. El estudio de
liberacion de indometacina se efectud en un tiempo de 44 horas, mientras que para el
5-fluorouracilo se realizo en 24 horas. La diferencia en los tiempos de liberacion de

cada uno de los farmacos estudiados varié debido al peso molecular de cada uno de
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ellos, siendo la indometacina el de mayor peso molecular 357 g/mol y el de mayor
tiempo de liberacién, mientras que el 5-fluorouracilo tiene un peso molecular de
130.077 g/mol.

En el estudio de la liberacion de farmacos mediante la técnica de dialisis se pueden
observar principalmente dos fendmenos caracteristicos. El primero consiste en una
liberacion rapida durante las primeras horas en la cual se presenta el mayor
porcentaje de liberacion, y posteriormente se da una liberacion paulatina, hasta

alcanzar el punto méaximo para cada uno de los sistemas.

En este trabajo se observaron diferentes comportamientos de liberacion, lo cual
puede estar asociado a la morfologia que tienen los polimeros cargados siendo la
muestra 12 y F2 las que presentaron las mejores caracteristicas de liberacion
controlada de indometacina y 5-fluorouracilo respectivamente, ya que estos dos
sistemas permiten un adecuado porcentaje de liberacion, en mayor tiempo y de

manera mas lenta.

El sistema 12 present6 una liberacion mayor al 80% durante las primeras 5 horas y a
partir de este tiempo la liberacion se dio paulatinamente hasta alcanzar 100% a las 44
horas. Por otra parte, el 5-fluorouracilo sostuvo una liberacion del 85% durante las
primeras 5 horas, y al final de 24 horas de experimentacion registra el 94%,
manteniendo mejor liberacion controlada que F1y F3.

Lo anterior se asocia a que los sistemas 12 y F2 presentaron una mayor estabilidad en
su morfologia, arquitectura (circulares bien definidas), sin aglomeraciones y
tamanios. Por lo tanto, con estos resultados se observa que los sistemas PEG-PVP con
una relacion de masa 1:1 presentan mejores caracteristicas para considerarlos como
potenciales materiales para ser utilizados como sistemas liberadores de farmacos

anticancerigenos.
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