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RESUMEN

Actualmente la administracion de farmacos cuenta gmn interés debido a sus
aplicaciones relacionadas con problemas de la sBluabjetivo de la administracion de
farmacos es llevar la dosis especifica del farmaictugar adecuado, en el tiempo
adecuado y con la duracién adecuada. De todos &sdos de administracién de
farmacos, las nanoformulaciones han ganado interen@ las UGltimas décadas,
diseflandose algunas que pueden aumentar la exjpodieicelulas/tejidos/tumores a los
agentes terapéuticos, dando como resultado unaimejentro de los tratamientos. En
este trabajo se estudio la sintesis de nanopasi@dliméricas considerando los efectos
gue tienen los parametros mas importantes del goocge formulacion. Las
nanoparticulas poliméricas se sintetizaron usand@odimero: poli-d-I-lactico-co-
glicdlico (PLGA) y la técnica de emulsificacion-@amacion del solvente. Los resultados
muestran que el tamafio de las nanoparticulas, mmgb de estudio, disminuye cuando
se aumenta la amplitud de sonicacion, la conceatrate PVA y la relacion de solvente

organico:agua.

viii



ABSTRACT

Nowadays, the delivery of drugs is a subject ofagriterest due to the different
applications in health-related problems. The gdabmig delivery is to get the right
amount of drug in the right place at the right tifioe the right length. From all the
methods of drug delivery, nanoformulations aredhes that received more attention in
the last decades. Properly engineered nanoforronkats drug carriers can increase the
exposure of cells/tissues/tumors to therapeutioitsgend result in improved treatment
effects. In this work the synthesis of polymericoparticles considering the effects of
the main variables of the formulation process wasdied. Nanoparticles were
synthesized by using the polymer: poly-d,l-lactadeglycolide (PLGA), and the
emulsification—solvent evaporation technique. Rsssihown that in the range of study,
nanoparticle size decreases when increase the asionic amplitude, the PVA

concentration and the solvent:water ratio.



CAPITULO I. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1.1.Introduccion

Actualmente la administracion de farmacos y geerege un gran interés debido a las
diferentes aplicaciones en problemas relacionadsalad. EI mercado mundial para
sistemas de administracién de farmacos y genegesgéctado para alcanzar $175600
millones de délares para el 2016, esto represaniaatemento de $44000 millones de
dolares sobre el mercado del 2010 (Santini, 20BBnbjetivo de la administracion de

farmacos es llevar la dosis especifica del farmaictugar adecuado, en el tiempo
adecuado y con la duracion adecuada. Los métodaslgp@administracion de farmacos

varian de oral, pulmonar, implantes, etc. De todgsmétodos de administracion de
farmacos, las nanoformulaciones son las que hapideanayor atencidn en las Ultimas

décadas. Cuando se disefian nanoformulaciones celmcos para la administracion de
farmacos se puede incrementar la exposicion ddaséejidos/tumores a los agentes
terapéuticos, resultando en el mejoramiento de tlatamientos, esto debido al

incremento en los tiempos de circulacion, a laqu@bn contra degradacion que la
matriz les confiere a los componentes atrapadokyaguda proporcionada para penetrar
en las células a través del mejoramiento en la gaitidad y efectos de retencion, asi
como a la endocitosis mediada por receptores. ¥asgentes terapéuticos como
farmacos anticancer y DNA plasmidico pueden sewlsimeamente encapsulados y
administrados por nanovehiculos a sitios espesifgara mejorar la efectividad de la

terapia (Peer et al., 2007; Shi et al., 2010). €si@nosistemas pueden ser modulados
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para ofrecer muchas ventajas sobre los farmacesgsgouros, por ejemplo, ellos pueden
proteger al DNA plasmidico de interacciones no d@eags con otros tejidos organicos,
asimismo pueden reconocer tejidos especificosrmaméando las interacciones deseadas.
En adicién, el uso de nanosistemas para la admaici8h de farmacos y genes puede
permitir el control efectivo de la liberacion décsscomponentes en la cantidad necesaria
(Danhier et al., 2012; Makadia and Siegel, 2011;avid Feng, 2003; Peer et al., 2007).
Estos nanosistemas pueden ser estructurados conaopantculas con caracteristicas
especificas y capaces de realizar varias actividddes nanoparticulas deben de cumplir
muchas regulaciones, por ejemplo, deben de sdiatlas con materiales biocompatibles
y biodegradables y el procesamiento no debe darsetarea demasiado compleja (Mu
and Feng, 2003; Peer et al.,, 2007). Dentro de lasemales usados para formar
nanoparticulas se encuentran los poliméricos, qie ®tros se derivan en polimeros
biodegradables, dendrimeros y micelas, los cuab®s cominmente utilizados para
desarrollar plataformas para la administracion&eécos y genes (Zolnik et al., 2010).
Dentro de todos los materiales usados en la admgicién de farmacos, uno de los mas
exitosos es el poli(ester): poli-d-I-lactico-coeaglico (PLGA), el cual presenta un
inmenso potencial como vehiculo para la adminigirade farmacos y como plataforma
en ingenieria de tejidos (Danhier et al., 2012; Mtk and Siegel, 2011). PLGA es uno
de los polimeros biodegradables mas usados es@&rdbo de nanomedicinas porque se
hidroliza en el cuerpo produciendo los mondmerasodiéctico y acido glicolico, que al
mismo tiempo son degradados a; GCagua (Danhier et al., 2012; Jain, 2000; Kumari e

al., 2010). Dependiendo de la proporcion de losanmros que forman PLGA, seran las



velocidades de degradacion y las propiedades astales y mecénicas (Danhier et al.,
2012; Jain, 2000). Otra ventaja de PLGA es quei@oatacidos carboxilicos, los cuales
pueden ser funcionalizados con otras moléculas antiespués de la preparacion de las
nanoparticulas. Adicionalmente, PLGA es un polimsgmbado por la administracion de
farmacos y alimentos de Estados Unidos (FDA) yladkgencia de Medicina Europea
(EMA) y ya ha sido utilizado en dispositivos terafiéos debido a su biodegradacion y
biocompatibilidad (Danhier et al., 2012; Parveed &ahoo, 2008). Las nanoparticulas
de PLGA se han preparado utilizando diferentes dostopero el mas comudn es la
técnica de emulsificacién — evaporaciéon del sowé@ascone et al., 2002; Danhier et al.,
2012; Jain, 2000; Yang et al., 2007). Asimismo, dgm otros métodos han sido
utilizados para preparar nanoparticulas de PLGAgsael caso de emulsificacion —
difusion del solvente (Murakami et al., 2000; Saha al., 2008), nanoprecipitacion
(Chorny et al., 2002; Dhar et al., 2008), etc. Btamente cualquier componente
hidrofobo o hidrofilo puede ser considerado pareapsularse dentro de nanoparticulas
de PLGA, mostrando ventajas sobre otros sistemasddenistracion como liposomas
(Park et al., 2009). En esta investigacion se @stetl efecto de las variables mas
importantes involucradas en el proceso de prodocd® nanoparticulas poliméricas
cuando se utiliza la técnica de emulsificacion -apewacion del solvente. Las
nanoparticulas se sintetizaron usando el polimaol:d-I-lactico-co-glicélico (PLGA).
Para estandarizar el proceso de sintesis de lagpaitulas poliméricas se desarrollo
una matriz de experimentos considerando la cora@atr del polimero PVA, la

concentracion del polimero PLGA, la potencia dacamion y la proporcion de solvente



orgénico en relacion con la fase acuosa en la dasemulsificacion. Los resultados
muestran algunas tendencias que ayudan a entergjer los efectos de las variables
estudiadas en el proceso de formacion de nanoplagicAsimismo, estos resultados
también permiten seleccionar los parametros deuiaion adecuados, dependiendo de

las caracteristicas finales de las nanoparticulasg requieran.

1.2.0bjetivo General

Estudiar el efecto de la amplitud de sonicaciomceatracion de PLGA, concentracion
de PVA y relacion volumétrica de solvente organegua, en el proceso de produccion
de nanoparticulas poliméricas cuando se usa lacgde emulsificacion — evaporacion

del solvente.

1.3.Objetivos Especificos

1.3.1. Sintetizar nanoparticulas poliméricas variando Ilenpldud de
sonicacion, mientras se mantienen los demas pa@snetie
formulacion constantes.

1.3.2. Sintetizar nanoparticulas poliméricas variando tmcentracion de
alcohol polivinilico (PVA), mientras se mantienems| demas
parametros de formulacion constantes.

1.3.3. Sintetizar nanoparticulas poliméricas variando tmcentracion de
PLGA, mientras se mantienen los demas parametrderdailacion

constantes.



1.3.4.

1.3.5.

Sintetizar nanoparticulas poliméricas variandoelaaion volumétrica
de solventes en la emulsificacion, mientras se ie@en los demas
parametros de formulacion constantes.

Caracterizar todos los nanosistemas analizadoslippersion de luz,
midiendo el tamafio y el potencial Z y estudiar larfologia de las

nanoparticulas usando SEM.



CAPITULO Il. ANTECEDENTES

2.1.Nanotecnologia y Nanomedicina

El término Nanotecnologia hace referencia a laci@emle las cosas pequefias, en
especifico a un tamafio menor a los 500 nm. Un naténequivale a 1 x1Om. La
nanotecnologia es un campo multidisciplinario qoiesta del disefio ingenieril de nano-
objetos y nano-herramientas con un tamafio no naye 500nm (Cuenca et al., 2006).
El uso de la nanotecnologia ha demostrado que smanimaterial a escala nano cuenta
con caracteristicas totalmente distintas al mismaterral a mayor escala. La
nanotecnologia cuenta con un sinfin de aplicacioygessea para innovar equipos,

estructuras o nuevos materiales.

En lo que refiere a Nanomedicina, es el término leatm para describir la

nanotecnologia empleada en el &mbito de la mediceaanomedicina surge de la idea
de crear pequefios robots o pequefas estructurasuddss pudieran ser disefiadas,
manufacturadas e introducidas en el cuerpo humareorpparar dafios celulares (Freitas,

2005).

La nanomedicina recientemente ha cambiado la eg¢atamétodos para la liberacién de
farmacos. Hoy en dia tanto los agentes terapéutimo® los de diagndstico pueden ser
encapsulados o bien, absorbidos en una nanopartjaelfunciona como vehiculo. Estos
nuevos métodos pueden resolver problemas de ddadilya que el 40% de sustancias
activas que hasta ahora han sido identificadasragnpoco solubles en agua (Nie et al.,

2007). El material del cudl puede estar hecho amaparticula con el fin de contener un
6



farmaco puede ser ya sea un polimero, metal o c@&hcual debe ser biocompatible

con el cuerpo humano (Wang et al., 2008).

Las nanoparticulas son enormemente consideradas potenciales para encapsular
agentes terapéuticos y llevarlo ya sea al orgaglajeco tejido en especifico. Estas son
unidades que pueden detener los problemas refgranta liberacion y retencién de
farmacos en el cuerpo humano, en dichas nanodagielfarmaco puede ser confinado

dentro de una matriz polimérica o bien en su sigierfParveen and Sahoo, 2008).

El tamafio de la nanoparticula es sin duda el parameas importante que dictamina la
eficacia de la liberacidon del farmaco, ademas cmehadbilidad de remover las
nanoparticulas por funciones biolégicas de los riygadepende enormemente de su

tamano.

2.2.Conceptos Bésicos en Nanotecnologia

2.2.1.Dispersiones coloidales

Una dispersion coloidal comprende a un repertonipeeparticulas pequefias, gotas, o
burbujas de una fase que tienen al menos una dibmeestre 1 y 1000 nm, y estan
dispersas en una segunda fase (Schramm, 2006)).n8déo de dispersidn es acuoso,
entonces los términos hidrofobico e hidrofilico sesados. Coloides liofilicos son
formados espontdneamente cuando dos fases soagearstontacto porque la dispersion

es termodindmicamente mas estable que los estadostes por separado.



Coloides liofébicos no son formados espontaneamaredo se ponen en contacto las
fases, esto porgue son termodindmicamente inestablaparados con los estados por
separado. Estas dispersiones de coloides liofokieqgaieden formar con la aplicacion de
energia mecanica en forma de agitacion, ultrasanicaias, resultando en suspensiones
gue pueden presentar cierto grado de estabilidgmfos de dispersiones coloidales

liofébicas son emulsiones, espumas y suspensianparticulas.

Las emulsiones son dispersiones coloidales erdi@swin liquido es disperso en una fase
liquida continua de diferente composicion. La fdsgpersa es algunas veces referida
como la fase interna y la fase continua como l& fasterna. En la mayoria de las
emulsiones, uno de los liquidos es acuoso (W) masrgue el otro es un hidrocarburo
(O) y es referido como aceite. La Figura 1 presarltas dos tipos de emulsiones que se
consideran principalmente, esto dependiendo de dmidas formas liquidas es la fase
continua, siendo la primera de aceite en agua (P&®@ gotas de aceite dispersas en

agua y la segunda de agua en aceite (W/O) para detagua dispersas en aceite.



‘ Agua (W) . Aceite (O)

Figura 1. Tipos principales de emulsificaciones: a) aceiteagua (O/W) y b) agua en

aceite (W/O).

La mayoria de las emulsiones estables en la padaistienen un agente emulsificante (o
estabilizador) que usualmente es un surfactantemilsificante puede ser necesario para
facilitar la forma o para proteger a la peliculgue ayuda a que la emulsién no se rompa.
El agente emulsificador puede reducir la tensiderfacial haciendo posible la creacion
de gotas pequefas o0 puede ser necesario pardiestagjutas pequefas para que estas no

coalezcan para formar gotas mas grandes.

Una suspensioén es una dispersion coloidal en Iawuadlido es disperso en una fase
liguida continua. La fase sélida dispersa es mdeaigunas veces como la fase interna y
la fase continua es la fase externa. Las suspessjfmreden ser acuosas 0 no acuosas. El
rango de tamanio clasico para las dispersionesdedési es de 1 a 1000 nm, asumiendo
que las especies dispersas tienen una forma esfé@oando otras formas son
consideradas, particulas con diametro de hasta 2poeden ser consideradas como

coloides.



La estabilidad de dispersiones liofébicas (no dsgalbermodinamicamente) es muy
importante, y existe un grado de cinética de d#fali que se debe considerar. Existen
diferentes procesos a través de los cuales lasiespdispersas pueden desestabilizarse,
como sedimentacion, agregacion y coalescencia, caenmuestra en la Figura 2. La
sedimentacion resulta de la diferencia de densgla&aére la fase dispersa y la fase
continua y produce dos capas separadas de digpegié contienen diferentes
concentraciones de la fase dispersa. La agregasoouando algo de movimiento
browniano, sedimentacioén, o agitacion causa queanés especies dispersas se agrupen
entre ellas, manteniendo su identidad pero perdierdependencia cinética debido a que
el agregado se mueve como una sola unidad. Laagéegde gotas puede conducir a la

coalescencia y a la formacion de gotas mas grdratda que las fases se separen.

La estabilidad cinética puede entonces tener dpsfisados diferentes, una dispersion
coloidal puede ser cinéticamente estable con r&s@ecoalescencia pero inestable con
respecto a agregacion, o puede ser cinéticametaieleeson respecto a agregacion pero
inestable con respecto a sedimentacion. En resuar@sar de que los colides liofébicos
son termodindmicamente inestables estos puedealagvamente estables en un sentido

cinético.
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Sedimentacion

®q0 % )
- “ Agregacion

‘ Coalescencia

Figura 2. Desestabilizacidon de una especie dispersa a sefdiod@, agregacion, o

coalescencia.

2.2.2 Estabilidad

El término de estabilidad asociado a dispersiom@sidales ha sido extensamente
investigado y se relaciona con términos como &gn libre y la tension superficial. El

origen fisico de la tension superficial es el estad favorable de la materia en las
interfaces. Cuando los atomos o moléculas estamesips a una interface, ellos no estan

rodeados por todos los lados por moléculas afiakss deben perder alguna de la
11



energia de interaccion en el caso de una supeidiea@ en contra de vacio o compartir
algo de la energia de interaccion con las moléalghsnedio que las rodea. De ahi la
confianza de los liquidos para minimizar el arepesiicial o en general, el efecto de

capilaridad (Garbassi et al., 1998).

Los nanosistemas tienen area superficial muy gréndeal crea una energia superficial
total alta, lo cual no es termodinamicamente faveralebido a esto, los sistemas tienden
a minimizar la energia superficial para favoredeestado termodinamico. El resultado
de esta disminucion de energia superficial se Miejado en sedimentaciones,
aglomeraciones y coalescencias, las cuales se mpuaedalguna manera prevenir usando
estabilizadores, los cuales incrementan la hablilpra proveer una superficie o barrera
entre los coloides. Existen dos mecanismos prifespa través de los cuales las
suspensiones pueden ser estabilizadas en ambossnaliosos y medios no acuosos,
gue son repulsidon electrostatica y estabilizacistéreea (Wu et al., 2011). Estos dos
mecanismos pueden llevarse a cabo por la adici@s@dilizantes idnicos y no idnicos
en el medio. La repulsion electrostatica se detergas superficiales e interacciones con
el medio y se discutira mas ampliamente en losieiges puntos. La estabilizacion
estérica se lleva a cabo agregando moléculas grdapdéolimeros), las cuales pueden o
no estar adheridas quimicamente a los sistematigracomo brazos espaciadores que
previenen que los coloides entren en contactoofissto significa que las fuerzas de
interaccion electrostaticas se ven minimizadaslgpdistancia que existe entre coloide y

coloide.
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2.2.3.Fuerzas de Van Der Waals y fuerzas electroestéaticas

El origen de las fuerzas de Van Der Waals entré@tiosos y las moléculas es de caracter
atomico. Si dos cargas eléctricas +q y —q se em@reseparadas por una distancia r, el
momento dipolar esta definido comox r (Figura 3), lo cual supone que el atomo es
eléctricamente neutro (Askeland, 1996). Adicionaltaeela carga positiva del centro del
atomo (ndcleo) y la carga negativa (nube de eleefpcoinciden, entonces, un atomo
neutro no cuenta con momento dipolar. Cuando umataeutro es expuesto tanto
interna como externamente en un campo eléctricatosho se polariza (los centros de
carga positiva y negativa se separan) y eso cieduce un momento dipolar. En algunas
moléculas, el momento dipolar no tiene que serditdy existe dado la virtud de la
direccion de los enlaces y de la naturaleza datlm®os, conociéndolas como moléculas
polarizadas. Un ejemplo de una molécula polarizagaesta construida con un momento

dipolar permanentemente es el agua.

Oe——>0
qT q°
u=qr

Figura 3. Momento dipolar (i) de dos cargas eléctricas +q ge encuentran separadas

por una distanciarr.
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Las moléculas o atomos se pueden atraer mutuanesitwesuando el momento dipolar es
inducido o permanente. La fuerza resultante esadaa@omo fuerza de Van Der Waals.
Las fuerzas de Van Der Waals entre moléculas y@dmnen su origen en interacciones
entre dipolos que son inducidos o0 en algunos cas@esacciones entre momentos
dipolares permanentes que estan presentes ensdigpds de moléculas polares. Lo que

es unico de estas fuerzas es que se presentatiosride materiales (Askeland, 1996).

Existen 3 tipos de interacciones de Van Der Wdlalsiadas fuerzas de London, fuerzas
de Keesom y fuerzas de Debye. Si las interaccicoasentre dos dipolos que son
inducidos en &tomos o moléculas, nos referimosneest a ellos como las fuerzas de
London. Cuando un dipolo inducido interactia coma amlécula que tiene momento
dipolar permanente, nos referimos a esta interacoiéno las fuerzas de Debye. Si las
interacciones son ente moléculas que estan palaszgpermanentemente, se hace

referencia a estas interacciones como fuerzas dedfe

La superficie de los materiales puede asumir ungacaeta por diferentes mecanismos,
entre los cuales se encuentran la adsorcidn deciespeargadas, como iones o
surfactantes, la electrificacién con el aire ydaizacion de grupos superficiales, la cual
es mostrada con el ejemplo la desprotonacion descarboxilicos (Figura 4), donde el
acido carboxilico se muestra primeramente sin ¢agalecir protonado y después se
muestra sin el hidrogeno, lo cual introduce ungaauperficial. Esta carga superficial es
dindmica y se puede modificar cambiando las caiatitais del solvente, como la fuerza

ionica o el pH.
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COOH H”
COOH H”
COOH H”
COOH H”
COOH H™
COOH H”

Figura 4. Fuerzas electroestaticas debido a la desprotandeiécidos carboxilicos.

2.2.4.Teoria de Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek (DLVO)

Esta teoria describe una relacion de las fuerzadrdecion y repulsion entre coloides y
fue primero descrita por Derjaguin-Landau-Verweyeteek (DLVO). Esta teoria
aplica principalmente en suspensiones acuosasnyeague las fuerzas que actian en las
particulas coloidales en un medio incluyen a lasZas electrostaticas repulsivas y a las
fuerzas de atraccion de Van Der Waals. Las fueregsisivas se originan de la
sobreposicion de la capa eléctrica doble (EDL) makea a las particulas en el medio y
gue previene de la aglomeracion coloidal (Wu e8l11). La Figura 5, tomada de Wu et
al., 2011 para la teoria DLVO muestra que las dmntiones de las fuerzas de atraccion
de Van Der Waals prevalecen siempre a distanciqggfi@as. Los términos de la fuerza
de Van Der Waals son insensibles a las variaciefesrostaticas, entonces para un
sistema dado el término de Van Der Waals puede@®siderado como una constante
gue depende solamente de la naturaleza de lasiesp@e interactian, mientras que el
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término electrostéatico puede ser afectado pordasliciones del sistema (Garbassi et al.,
1998). La EDL que rodea a las particulas en el smednsiste en una primera capa de
iones contrarios atraidos hacia la superficie dealéicula para mantener la neutralidad
del sistema, llamada capa Stern, y una segundaqeegpas esencial para la difusién de
iones, llamada capa Gouy. La energia potencial {otg de la interaccion particula-

particula es la suma del potencial de repulsid) ¢énerado de la doble capa eléctrica y

el potencial de atraccién gy de las fuerzas de Van Der Waals.

El potencial zeta es el potencial eléctrico enah@ de corte el cual es la frontera entre la
capa del liquido que lo rodea pegado a las p&tiocen movimiento en el medio. El

potencial zeta es un parametro ampliamente utdizaara predecir la estabilidad de
suspensiones y entre mas positivo (0 negativo)ses garametro, mas estable es la

suspension.
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Figura 5. llustracion de la teoria clasica de DLVO y dedpa eléctrica doble, adaptada

de Wu et al., 2011.
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CAPITULO lll. MATERIALES Y METODOS

3.1.Materiales

El polimero PLGA con terminacion en acido (copolion80/50 de DL-lactico/glicolico,
0.2 dL/g) fue comprado de Purac Biomaterials, Gxtrém, The Netherlands.
Diclorometano (CHCI,) fue adquirido de Fisher Scientific Inc. (Fair LawNJ). El
alcohol polivinilico (PVA) con un peso molecularopredio de ~31,000 a.m.u. y con

86.7-88.7 % en mol de hidrolisis fue obtenido dgn®i Aldrich, Inc. (St. Louis, MO).

3.2.Preparacion de las Nanoparticulas Poliméricas

La preparacion de las nanoparticulas poliméricas démsada en la técnica de
emulsificacion — evaporacion del solvente, ilustrae la Figura 6. Brevemente, PLGA
fue disuelto en CkCl, y luego gentilmente se agregd una solucién acdedaVA como
agente estabilizante. A continuacion la mezclanselsfico en el ultrasonicador Qsonica
500 usando un bafio de agua. Las cantidades deilogcqs y las condiciones usadas en
todas las preparaciones se presentan en la Tapladda experimento se realizé por
triplicado. Después de la emulsificacion, el soteemrganico fue removido por
evaporacion durante minimo 6 h en una campanatdeceion, a temperatura ambiente y
utilizando agitacion magnética. Finalmente las parnticulas fueron lavadas usando tres
ciclos de centrifugacién a 10000 rpm Yy 8°C porii cada uno usando la centrifuga

Beckman Coulter Allegra X-22R.
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Emulsificacion

Evaporacion del
Solvente

I Solvente organico N
Agua f \
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- PVA \ /
X ;

W, PLGA < ‘4

Figura 6. Esquema de sintesis de nanoparticulas polimétisaado la técnica de

emulsificacion — evaporacion del solvente.
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Tabla I. Matriz de experimentos para estudiar los efecteslas variables mas

importantes en la formulacion de las nanoparticoddisnéricas (n=3).

Amplitud de Sonicacién PVA PLGA Relacion de
Muestra
(%) (%) (mg/ml) solvente : agua
1 25 3 10 1:2
2 75 v v v
3 50 v v v
4 v 1 v v
5 v 5 v v
6 v 3 5 4
7 4 v 15 4
8 v v 10 1:1
9 v v v 1:5
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3.3.Caracterizacion de las Nanoparticulas

Los tamafios de las nanoparticulas fueron deterimgnpdr el equipo Zetasizer Nano
ZEN. El indice de refraccibn que se empledé en kyseementos fue de 1.33 y el
dispersante usado fue agua desionizada. El andésiamario de cada muestra consistio
en un promedio de 10 mediciones. Las caracterstizafolégicas de las nanoparticulas
se evaluaron usando microscopia electronica dedbafiditachi S-4800 Field Emission
Scanning Electron Microscope, Tokyo, Japan) ubicao las instalaciones de
Espectroscopia e Imagenes de la Universidad dewaiz_as muestras se prepararon por

inmovilizacion en celdas de cobre de 400-mesh iedals de carbono.
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Las propiedades de las nanoparticulas poliméricapappdas usando la técnica de
emulsificacion — evaporacion del solvente se piteseen la Tabla 1. Cuatro diferentes
variables del proceso de sintesis de nanopartisela&studiaron. Primero, se estudiaron
los efectos de la amplitud de sonicacion sobredamparticulas, considerando un 25%,
50% y 75% de amplitud. Se encontré que el tamabo@dio de las nanoparticulas
disminuye conforme aumenta la amplitud de sonicacsiendo mas sensible éste para
cambios menores al 50% de amplitud, lo que signifjae la amplitud de sonicacion
juega un rol importante en el tamafio de las natiocpé&s, como se muestra en la Figura
7. Asimismo, en esta Figura se muestra que elémtkcpolidispersidad promedio, en el
rango de amplitud estudiado, varia inversamentepguomonal a la amplitud de
sonicacion. Por otro lado, la amplitud de sonica@n el rango estudiado, no muestra un
efecto considerable sobre el potencial Z promedidad nanoparticulas, como se puede

observar en la Figura 8.
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Tabla 1l. Variaciones del potencial zeta, tamafio e indicepad@ispersidad de las
nanoparticulas poliméricas en funcién de la anghlida sonicacion, la concentracion de

PVA y PLGA y la relacion volumétrica entre solvenfa=3).

o Zpot Tamano
Descripcion PDI

(mV) (d. nm)
Amplitud de sonicacion de 25% -23.25 + 6.03 1934 + 5.4 0.108 + 0.030
Amplitud de sonicacion de 50% -26.80 + 4.95 177.7 + 10.6 0.111 + 0.004
Amplitud de sonicacién de 75% -26.10 + 6.18 177.4 = 10.0 0.055 + 0.033
PVA (1%) -29.40 + 6.78 187.0 + 8.5 0.074 = 0.013
PVA (3%) -26.80 + 4.95 177.7 + 10.6 0.111 + 0.004
PVA (5%) -26.60 + 545 159.1 + 2.0 0.097 + 0.024
PLGA (5 mg/mL) -30.05+ 6.13 176.2 + 8.2 0.144 + 0.066
PLGA (10 mg/mL) -26.80+ 495 177.7 £+ 10.6 0.111 = 0.004
PLGA (15 mg/mL) -27.65* 6.77 1747 £+ 3.4 0.078 £ 0.026
Solvente : Agua = 1:1 -31.00+ 5.88 242.8 + 30.0 0.272 + 0.064
Solvente : Agua = 1:2 -26.80 4.95 177.7 + 10.6 0.111 + 0.004
Solvente : Agua =1:5 -26.55 5.97 1675 £ 7.8 0.138 + 0.031
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Figura 7. Variacion del tamafio e indice de polidispersidad las nanoparticulas

poliméricas en funcién de la amplitud de sonica¢it:B).
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Figura 8. Variaciones en el potencial zeta debido a losmatés de formulacidn de las

nanoparticulas poliméricas (n=3).
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Tres diferentes concentraciones de PVA se consaeen las formulaciones (25, 50 y
75%), encontrandose que el tamafio promedio de &wparticulas poliméricas
disminuye conforme se aumenta la concentracionvie Bomo se puede observar en la
Figura 4.3. Esto indica que en el rango estudiado darticulas son mas estables
conforme aumenta la concentracion de PVA. Estoglteelds corroboran que el PVA
remanente que permanece asociado a las nanomstidespués de los lavados esta
ligado a la concentracion de PVA usado en la foacidh (Sahoo et al.,, 2002).
Murakami et al. prepararon nanoparticulas de PLGAndo PVA y encontraron que
después de lavarlas varias veces, cierta cantidad®\dA permanecia fuertemente
adsorbido en la superficie de éstas (Murakami .etl8P9). En la Figura 9 también se
puede observar que la concentraciéon de PVA no pegeuna tendencia sobre el indice
de polidispersidad, incrementando ligeramente @sado se aumenta la concentracion
de PVA de 1% a 3% y disminuyendo de nuevo cuandiocsementa la concentracion de
PVA de 3% a 5%, pero en las tres concentraciond®/@deexperimentadas, el indice de
polidispersidad se mantiene dentro de un pequefigoreEl potencial Z promedio de
estas formulaciones presenta una pequefia tendedgainuir conforme se aumenta la
concentracion de PVA, siendo esta mas significatva29.4 mV a -26.8 mV cuando se
va de 1% a 3% de PVA, y luego permanece practiceem@nstante de 3% a 5% de

PVA, como se muestra en la Figura 8.
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Figura 9. Variacion del tamafio e indice de polidispersidad lals

poliméricas en funcién de la concentracion de PRA3].

nanoparticulas
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Los efectos de la concentracion de PLGA en la ftaowdn de las nanoparticulas

poliméricas fueron analizados considerando lasertr&ciones de 5 mg/mL, 10 mg/mL

y 15 mg/mL. La Figura 10 muestra que estas tresmdtaciones de nanoparticulas se
mantienen muy cercanas en tamafo, estando entgrdosedios de 174.7 nm y 177.7
nm. Esto indica que en el rango de concentracideeBLGA analizadas no existe un
efecto considerable sobre el tamafio de las namogag En la misma Figura 10 se
puede observar que en el rango de estudio, eleindé polidispersidad promedio

disminuye considerablemente de 0.144 a 0.111 yniierate a 0.078 cuando de preparan
las nanoparticulas usando concentraciones de PL&A dang/mL, 10 mg/mL y 15

mg/mL, respectivamente. En la literatura, cuandprspararon nanoparticulas de PLGA
cargadas con docetaxel, usando la técnica de regipitacion, ha sido reportada una
correspondencia directa entre el tamafio de laspaaticulas y la cantidad de PLGA

usado en la preparacion, para diferentes solvéGtesng et al., 2007). Con respecto al
efecto de la concentracién de PLGA sobre el potéri se encontré un cambio de -
30.05 mV a -26.8 mV de potencial Z promedio coroesliente a las formulaciones con 5
mg/mL y 10 mg/mL, respectivamente. Las formulacfomen concentraciones de 10
mg/mL y 15 mg/mL no presentan diferencia debida atertidumbre entre esos datos,
pero en los tres casos el potencial Z se encoiein@pse menor a -26 mV, como se puede

observar en la Figura 8.
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Figura 10. Variacién del tamafio e indice de polidispersidad las nanoparticulas

poliméricas en funcién de la concentraciéon de PL(G#3).
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La proporcion entre el solvente organico y el agera la formulacion de las
nanoparticulas poliméricas se estudido utilizands leelaciones volumétricas
(diclorometano:agua) de 1:1, 1:2 y 1:5. El anahsigestra que el tamafio promedio de las
nanoparticulas disminuye conforme aumenta la K@ladolvente:agua, dandose el
cambio mas considerable de 242.8 nm a 177.7 nndodanrelacion cambia de 1:1 a 1:2,
respectivamente. Asimismo, el cambio del tamafionptho de las nanoparticulas se
vuelve menos sensible cambiando de 177.7 nm a b&7.&uando la relacion cambia de
1:2 a 1:5, respectivamente, como se observa emglaaF11. En esta figura también se
presentan los cambios en el indice de polidispgisidebidos a la relacion de
solvente:agua y de igual manera que con el tamediogaio de las nanoparticulas, el
indice de polidispersidad promedio disminuye carsidlemente de 0.272 a 0.111
cuando la relacion cambia de 1:1 a 1:2, respectéwden Cuando la relacion
solvente:agua cambia de 1:2 a 1:5 se observa ueniento en la polidispersidad de
0.111 a 0.138, obteniéndose entonces el mejordraticpolidispersidad con la relaciéon
solvente:agua de 1:2. La Figura 8 presenta unealigedencia de aumento del potencial
Z promedio conforme aumenta la relacion solvent@agbservandose el cambio mas
relevante en el potencial Z promedio de -31.0 m¥26a8 mV cuando se va de la relacion
1:1 a 1:2 y posteriormente un cambio menos coraeide -26.8 mV a -26.6 cuando se
va de 1:2 a 1:5. La incertidumbre de los valordspdéencial Z es alta, por lo que se

considera que no existe un cambio en el potenoggit® las relaciones 1:2 y 1:5.
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Figura 11. Variacién del tamafio e indice de polidispersidad las nanoparticulas

poliméricas en funcién de la relacién de solvemggnico (diclorometano) y agua (n=3).
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La morfologia de las nanoparticulas fue analizasta et fin de corroborar el tamafio y
ver el tipo de superficie que mostraban las pdesclEste estudio se realizd solamente
para una preparacion, escogiéndose a la muesparpda con un 50% de amplitud de
sonicacion, una concentracion de PVA de 3%, unaadracion de polimero PLGA de
10 mg/mL y una relacion volumétrica de solventagnico:agua de 1:2. La micrografia
resultante de este andlisis muestra que las nafeypas tienen una superficie suave y
son esféricas, como se muestra en la Figura 12stanfigura también se puede observar
gue el tamafio de las nanoparticulas es del ordéasde00 nm, lo cual corrobora los
resultados obtenidos con dispersion de luz, doeseltt un tamafio promedio de 177.7
nm. Asimismo, se observa que a pesar de estarasanidaz de electrones relativamente
bajo (1.5kV), la muestra se comienza a derreticulal es apreciable en la misma Figura

12.
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S-4800 1.5kV 6.0mm x50.0k SE(U)

Figura 12. Micrografia electrénica de barrido (SEM) de lasayarticulas poliméricas
preparadas con un 50% de amplitud de sonicaciten,cancentracion de PVA de 3%,
una concentracion de polimero PLGA de 10 mg/mL g welacion volumétrica de

solventes organico:agua de 1:2.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1.Conclusiones

Se prepararon nanoparticulas poliméricas de PL@&#Adgsla técnica de emulsificacion-
evaporacion del solvente. Se investigd el efecto laleamplitud de sonicacién,
concentracion de PLGA, concentracion de PVA y iélac/olumétrica de solvente
organico: agua sobre el tamafo, el indice de ppiésidad y el potencial Z de las
nanoparticulas poliméricas. Se encontré que elfiandie las nanoparticulas disminuye
cuando se aumenta la amplitud de sonicacién eemgbrestudiado. Se encontré también
el mismo efecto de disminucién de tamafio de lagppenticulas cuando se incrementé la
concentracion de PVA en la formulacion, lo cualistegg que después de los lavados
guedan remanentes de PVA asociados a la supediicia nanoparticula. Ademas, el
tamafio de las nanoparticulas muestra una correspoiaccon la relacion de solventes en
la emulsificacibn para este rango de estudio, disy@ndo el tamafo de las
nanoparticulas cuando aumenta la relacion voluo@étte solvente organico:agua. Por
otro lado, en este rango de estudio y con el nUrderanuestras analizadas, no se
encontré un efecto significativo de la concentradite PLGA sobre el tamafio de las
nanoparticulas, pero se encontré que el indiceotidigpersidad promedio disminuye
considerablemente al aumentar la concentracién Id8AP Por otro lado, no se
encontraron diferencias significativas en el pagng para las diferentes formulaciones

llevadas a cabo en este estudio.
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5.2.Recomendaciones

« Se recomienda hacer mas estudios para reducir clxtiobumbre de todos
resultados del potencial Z y de algunos resultaébgndice de polidispersidad.

* Se recomienda estudiar la cinética de aglomerat@§pués de que se formulan y
lavan a las nanoparticulas, para determinar sbikdtal.

» Se recomienda encapsular diferentes componentes gralizar los posibles

efectos que podrian tener en las caracteristicksrmmoparticula.
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