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RESUMEN

En este trabajo se desarrolld6 un método efectivo para la preparacion de
nanoparticulas poliméricas de acido poli lactico-co-glicolico cargadas con azul de
metileno (AM-NP) usando la técnica de emulsion doble — evaporacién del solvente.
Se evaluaron las caracteristicas de AM-NP en funcién de la cantidad de azul de
metileno (AM) usada en la preparacion. Se encontré que en el rango estudiado el
tamano promedio de las nanoparticulas aumenta conforme aumenta la carga tedrica
de farmaco (TDL). La polidispersidad encontrada en todas las preparaciones es
baja, pero el promedio de esta aumenta conforme aumenta el TDL, aunque existe
considerable variacién experimental. El potencial zeta obtenido mostré una
relativamente buena estabilidad de las particulas en todas las preparaciones,
mostrando una tendencia de aumento en el valor promedio del potencial zeta con
respecto al TDL. Asimismo, se observd que la cantidad final de AM encapsulado
dentro de las nanoparticulas incrementé al incrementar el TDL, pero la eficiencia de
encapsulacion mostro una ligera tendencia de disminucién con respecto al TDL en
el rango estudiado. La cinética de liberacion de AM de AM-NP mostré resultados
semejantes en los perfiles de liberacion evaluados para las diferentes
preparaciones, a pesar de que el DL era diferente. Los perfiles de liberacién
encontrados muestran una liberacion rapida, liberandose el total de AM en
aproximadamente 5 dias. El nanosistema analizado tiene aplicaciones potenciales

en tratamientos de terapia fotodinamica donde se usa AM.
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CAPITULO I. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

.1. Introduccion

Recientemente, los materiales nanoestructurados han adquirido gran interés a
causa de sus propiedades unicas y potenciales aplicaciones, como consecuencia
de esto se ha incrementado el area de investigacion de nanotecnologia [1-3]. Dicha
area, se caracteriza por la manipulacién de la forma, tamafo y propiedades de los
materiales a escalas nanométricas, cuyas dimensiones son de una mil millonésima
parte de un metro (1x10° m) [2,4]. La importancia de la nanotecnologia radica en
gue a una escala nanométrica los materiales presentan propiedades diferentes a
las que tienen a escala macroscopica [4]. La nanotecnologia se enfoca en diversos
campos de la ciencia tales como: las ciencias de la salud, farmacéutica, biologia,
quimica, electronica, medicina, etc [1,2,5]. Con respecto a las aplicaciones de la
nanotecnologia en medicina (Nanomedicina), se han enfocado a aplicaciones en el
diagndstico, tratamiento, monitoreo y control de enfermedades en sistemas
bioldgicos [3,6]. Dentro de las aplicaciones en tratamientos, se tiene a la
administracion de farmacos, la cual se enfoca en la liberacion controlada de
compuestos activos [7,8]. La liberacion controlada presenta mas ventajas frente a
la medicina convencional, ya que en esta ultima el nivel del medicamento suele
llegar a un maximo de concentracion pero luego esta decae, siendo necesaria la
aplicacion de una nueva dosis que puede sobrepasar los limites de toxicidad en el
organismo [9]. Por otro lado los sistemas de liberacion controlada normalmente
involucran nanoparticulas que actuan como transportadoras de farmaco en su
interior, las cuales son normalmente de material polimérico [7,9]. De acuerdo a las
propiedades del material polimérico se puede mantener la liberacion de forma
continua [9]. Dado que los sistemas de liberacidn controlada utilizan nanovehiculos

como transportadores de farmacos para dirigirlos en la dosis especifica al lugar



adecuado, los métodos de administracion de farmacos varian desde oral, pulmonar,
tépica, etc [7,8,10].

Para la encapsulacion de farmacos se utilizan dispositivos desde nanoconjugados,
polimeros lineales, liposomas, dendrimeros, miscelas, hasta nanoparticulas
(nanoesferas y nanocapsulas), las cuales se definen como aquellas particulas de
tamano coloidal, que poseen diametros que oscilan entre 1 y 1000 nm, y pueden
encapsular, adsorber o disolver drogas en ellas [7,11,12]. Existe una amplia
variedad de nanoparticulas compuestas por una gama de materiales, incluyendo
lipidos, polimeros y materiales inorganicos que se han desarrollado, los mas
comunes, como se menciono anteriormente, son los materiales de polimeros, los
cuales para su uso efectivo deberan cumplir con una serie de caracteristicas que
haran posible la administracion de farmacos dirigida, tales como que el polimero

sea biodegradable, biocompatible, de nula o muy baja toxicidad, etc [13—15].

Los polimeros biodegradables son naturales o de origen sintético y se degradan in
vivo, bien enzimaticamente o no pero ambos producen biocompatibilidad, siendo
toxicolégicamente seguros sus subproductos pues se eliminan adicionalmente por
las vias metabdlicas normales [7,16]. Las drogas formuladas en dispositivos
poliméricos son liberados ya sea por difusién a través de la barrera de polimero, o
por la erosion del material, o por una combinacion de mecanismos de difusion y
erosion [17,18]. Entre las distintas clases de polimeros biodegradables estan los
grupos poliésteres alifaticos, donde se encuentra el copolimero acido poli lactico-
co-glicélico (PLGA), el cual consiste en la union de los monémeros PLA y PGA, y
sus propiedades estan dadas debido a sus proporciones o composicion; ademas de
contar con diversas propiedades biolégicas, fisicas y quimicas muy utiles, que son
necesarias comprender para saber qué tipo de dispositivo transportador se usara

para la administracion controlada de farmacos, debido también a que estas



determinan la liberacion del farmaco desde el dispositivo del polimero [18-20]. Las
propiedades fisicas tales como el peso molecular y el indice de polidispersidad
afectan la resistencia mecanica del polimero y su capacidad para ser formulados
como un dispositivo de administracion de farmacos [7,19]. También estas
propiedades pueden controlar la velocidad de biodegradacién del polimero asi como
la hidrdlisis [14,16]. Ademas, el PLGA ha sido aprobado por la “Administracién de
farmacos y alimentos” (FDA, por sus siglas en inglés) asi como la Agencia de
Medicina Europea (EMA, por sus siglas en inglés) para la administracion de
farmacos [10,21,22]. Este polimero ampliamente aceptado se utiliza comunmente
en la preparacion de sistemas transportadores de farmacos antitumorales como
dispositivos desde microesferas, microcapsulas, nanoparticulas, granulos,
implantes hasta peliculas [10,16]. En general, hay seis métodos clasicos para la
preparacion de nanocapsulas: nanoprecipitation, emulsién de difusion, doble
emulsion, emulsién coacervacion, de recubrimiento de polimero [20]. Sin embargo,
se han utilizado otros métodos tales como emulsion-evaporacion y las metodologias

para la preparacién liposomas de polimero [14,20].

En la actualidad existen diversas terapias que se utilizan para tratar el cancer, y las
mas usadas comunmente son la radioterapia, la quimioterapia y la cirugia [12,23].
Dichos tratamientos pueden presentar significativas limitaciones como tiempos de
inicio del tratamiento, demora en la deteccién de la enfermedad, dificil manipulacion,
resolucion parcial, entre otras, sin embargo la nanomedicina ha encontrado técnicas
mas eficaces con menos efectos secundarios como la terapia fotodinamica [24,25].
La terapia fotodinamica (PDT) estda emergiendo como una prometedora técnica para
el tratamiento de ciertos canceres, infecciones localizadas y enfermedades como la
degeneraciéon macular, el acné y otras alteraciones de la piel [24,26]. Se basa en la
aplicacion de una fuente de energia en forma de luz con una determinada longitud
de onda, sobre un tejido previamente fotosensibilizado mediante un compuesto

quimico (agente fotosensibilizante), en presencia de oxigeno; de modo que se
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generan gran cantidad de radicales libres y derivados del oxigeno (compuestos

hidroxilo) que producen necrosis del tejido tratado [23,24].

Como se ha mencionado en los parrafos anteriores, existe varias problematicas
relacionada a salud, como el cancer, las cuales a pesar de recibir mucha atencién,
todavia necesitan mas esfuerzos multidisciplinarios de investigacién para resolverla.
La sintesis de nanoestructuras con aplicaciones en medicina involucra métodos
fisicos, quimicos, bioldgicos, etc., los cuales pueden ser abordados desde una
perspectiva ingenieril, especificamente desde el punto de vista de la ingenieria
quimica. En este trabajo se pretende preparar nanoparticulas del polimero PLGA
cargadas con azul de metileno usando la técnica de emulsificacion doble —
evaporacion del solvente. Asimismo, las nanoparticulas se caracterizaran por
diferentes técnicas para determinar el tamafio, polidispersidad, potencial Z vy
también se realizaran estudios in vitro para determinar la cinética de liberacién del
azul de metileno de las nanoparticulas. Estos estudios permitiran establecer un
sistema nanoestructurado, el cual podria usarse en aplicaciones en terapia

fotodinamica.

l.2. Objetivo General

Preparar y caracterizar nanoparticulas poliméricas de PLGA cargadas con azul de

metileno usando la técnica de emulsificacion doble — evaporacion del solvente.

1.3. Objetivos Especificos

e Preparar nanoparticulas poliméricas de PLGA cargadas con azul de metileno

por el método de emulsificacion doble — evaporacion del solvente.



Caracterizar las nanoparticulas poliméricas con dispersion de luz y
electroforesis por laser Doppler.

Determinar la cantidad de azul de metileno encapsulado en las
nanoparticulas y la eficiencia de encapsulacion.

Estudiar la cinética de liberacidon de azul de metileno de las nanoparticulas

de PLGA en condiciones fisiologicas.



CAPITULO II. MARCO TEORICO

I1.1. Nanotecnologia

La nanotecnologia se define como el estudio, creacidon, disefio, sintesis,
manipulacién y aplicacion de aparatos, materiales o sistemas por medio del control
de la materia de dimensiones entre 1 — 100 nandmetros (un nanémetro es la mil
millonésima parte de un metro) [4]. En el campo de la nanotecnologia se requiere la
construccion de nanomaquinas que sean capaces de manipular o modificar
moléculas simples o atomos de manera que se pueda tener un control sobre la

materia [2,3].

Las potenciales aplicaciones de la nanotecnologia son muy amplias (electronica,
aeroespacial, ambiental, medicina, etc), en cuanto a las aplicaciones médicas se
encuentra el campo de la nanomedicina, el cual incluye actividades como la
construccion de neosistemas de liberacion de farmacos nanoestructurados, que
funcionan como transportadores a través de la sangre, aplicacién de vacunas, entre
otras nuevas herramientas para combatir distintas enfermedades, ademas de
nuevos méetodos de diagndstico y la posibilidad de generar un tratamiento adecuado
para el cancer [8,24,27]. Debido a que la nanomedicina se encarga de la aplicacion
de los métodos nanotecnolégicos en la medicina; tiene como objetivo el desarrollo
de herramientas para diagnosticar, prevenir y tratar enfermedades y lesiones
traumaticas, mejorando la salud humana, con el uso de herramientas moleculares

y el conocimiento del cuerpo humano. [3,27].



I.2. Dispersiones Coloidales

Una dispersion coloidal comprende un conjunto de particulas pequefias, gotas o
burbujas de una fase que tiene al menos una dimensién de entre 1 y 100 nm
dispersa en una segunda fase [28,29]. Si el medio de dispersion es acuoso entonces
se usan los términos hidrofobico e hidrofilico [29,30]. Los coloides liofilicos son
formados espontaneamente al contacto de las dos fases juntas porque la dispersion
es termodindmicamente mas estable que los estados originales por separado
[28,29]. Los coloides liofdbicos no se forman espontaneamente al contacto de las
fases porque ellos son termodinamicamente inestables comparados con los estados
por separado [28,29]. Ejemplos de dispersiones coloidales liofébicas son
surfactantes, micelas, soluciones de proteinas y virus [29]. Estas dispersiones
pueden ser formadas con ayuda de energia mecanica por medio de alguna forma
de agitacion tal como algun mezclador estilo hélice, molino coloidal, o un generador
de ultrasonidos [28,29]. Ejemplos de dispersiones coloidales liofilicas son

emulsiones, espumas y suspensiones de particulas [28,29].

11.2.1. Emulsiones

Las emulsiones son dispersiones coloidales en las cuales un liquido es dispersado
en una fase liquida continua de distinta composicion [29,31]. La fase dispersada es
a veces referida como la fase interna (dispersa) y la fase continua como la fase
externa [29]. En la mayoria de las emulsiones, uno de los liquidos es acuoso (W)
mientras que el otro es un hidrocarburo (O) y es referido como aceite [29]. La Fig.
1 representa los tipos de emulsiones principales dependiendo de cual de las formas
liquidas es la fase continua. Arriba se muestran dos tipos simples de emulsiones,
aceite-en-agua (O/W) y agua-en-aceite (W/O). Abajo, se muestra un nivel mas

complejo, agua-en-aceite-en-agua (W/O/W) y aceite-en-agua-en-aceite (O/W/O).



A) ACEITE-EN-AGUA (O/W) B) AGUA-EN-ACEITE (O/W)

D) ACEITE-EN-AGUA-EN-ACEITE
C) AGUA-EN-ACEITE-EN-AGUA (OW/O)

(W/OIW)

Figura 1. Tipos de emulsiones a) aceite en agua (O/W), b) agua en aceite (W/O), c)
agua en aceite en agua (W/O/W) y d) aceite en agua en aceite (O/W/O). Adaptada
de Schramm 2006 [29].

En la practica no siempre son tan simples y se pueden encontrar emulsiones dobles,
es decir, emulsiones que son aceite-en-agua-en-aceite (O/W/O) y agua-en-aceite-
en-agua (W/O/W) [28,29,31]. Por ejemplo, (O/W/QO) denota una doble emulsién que
contiene gotas de aceite dispersas en gotas acuosas que a su vez estan dispersas
en una fase continua de aceite [29]. Las gotas de emulsiéon doble pueden ser
bastante grandes (decenas de ym) y contener muchas gotitas de la ultima fase
interna [29,32].

El tipo de emulsiéon que se forma depende de un numero de factores, como la
relacion de volumenes de fase, ya que la fase que tiene el volumen mas pequefo
es frecuentemente la fase dispersa [28,29]. Si la relacion de volumen es cercana a

uno entonces son otros factores los que lo determinan [29].



La mayoria de las emulsiones no son termodinamicamente estables, pero en
cuestiones practicas pueden ocurrir emulsiones bastante estables que resistan los
tratamientos de desemulsificacion y pueden llegar a ser estables durante semanas,
meses 0 afos [28]. Las emulsiones meta estables contienen aceite, agua y un
agente emulsificante (o estabilizador) el cual es usualmente un surfactante, una
macromolécula, o solidos finamente divididos [13,28,31]. ElI emulsificante es
necesario para crear la forma de la emulsion mas facil, o para formar una pelicula

protectora que ayuda a mantener la emulsién sin romper [13,29,33].

11.2.1.1. Preparacion de Emulsiones

La mayoria de emulsiones no son formadas espontdneamente al contacto de las
fases porque son termodinamicamente inestables comparadas con sus estados por
separado [29,33]. Una emulsion puede ser formada si se mezclan dos liquidos
inmiscibles juntos en un contenedor y después son agitados, pero sin algun tipo de
estabilizante (6 agente emulsificante) la emulsion no sera muy estable [28,29,33].
Los agentes estabilizantes para emulsiones pueden contener: electrolitos
inorganicos, surfactantes, macromoléculas, o sdélidos finamente divididos, (como
carbono, sulfatos, hidroxidos, o revestimientos de particulas de arcilla) [28]. Los
agentes emulsificantes son necesarios para reducir la tension interfacial, haciendo
mas facil la formacién de gotas pequefias o para estabilizarlas de manera que no

conduzcan a la coalescencia de gotas grandes, separando las fases [28,29].

En el método clasico de preparacion de emulsiones, el agente emulsificante es
disuelto en la fase que es mas soluble, después se afade la segunda fase y se
aplica agitacion a la mezcla usando una alta velocidad [31,33]. Para emulsiones
O/W la agitacion debe ser turbulenta para producir gotas suficientemente pequefias

[13,29]. Después del mezclado inicial, se requiere un segundo mezclado con altas



fuerzas mecanicas de corte ya sea por una hélice o mezclador de turbina, molino o
generador ultrasonico [29,30]. Se necesitan velocidades de corte altas para crear

gotitas pequenas en la emulsion [29].

1.2.1.2. Apariencia y Tipos de Emulsiones

No todas las emulsiones exhiben la clasica apariencia lechosa opaca con la cual
son usualmente asociadas [29,31]. Es posible un gran rango de apariencias,
dependiendo de los tamafos de gotas y la diferencia en los indices de refraccion
entre las fases [29]. Una emulsion puede ser transparente si el indice de refraccion
de cada fase es la misma, o alternativamente si la fase dispersa esta hecha de gotas
que son lo suficientemente pequefias comparadas con la longitud de onda de la luz
que ilumina [28,29]. Por lo tanto una micro emulsion O/W o incluso un aceite crudo
en agua podria ser transparente [28,29,31]. Si las gotas son de un orden de 1 ym
de didmetro una dilucion O/W tendra algo de azul lechoso fundido; si las gotas son
muy grandes entonces la fase de aceite se volvera bastante distinguible y aparente
[29,31]. Fisicamente la naturaleza de emulsiones simples puede ser determinada
por métodos como: textura, mezclado, tintura, conductancia, inversion,

fluorescencia y resonancia magnética [29,33].

La textura de una emulsion normalmente refleja la de la fase externa. Asi que las
emulsiones de O/W suelen sentirse "liquida o cremosa", mientras que las
emulsiones W/O se sienten "grasosa" [34]. Esta distincion se hace menos evidente
a medida que aumenta la viscosidad de emulsién, de modo que una emulsién O/W

muy viscosa se puede sentir oleosa [29,32].

Una emulsion se mezcla facilmente con un liquido que es miscible con la fase

continua. Por lo tanto, la leche (O/W) se puede diluir con agua, mientras que la
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mayonesa (W/O) se puede diluir con aceite [29]. Por lo general, una emulsion que
conserva un aspecto uniforme y lechoso cuando es diluido en gran medida, es mas

estable que uno que se agrega después de la dilucion [29].

Las emulsiones se distinguen facilmente por el color de los tintes solubles en la
fase continua (por ejemplo, azul de metileno para agua o aceite) [29]. En cuanto a
la conductancia, las emulsiones O/W usualmente poseen una conductancia
especifica muy alta, como la de la fase acuosa por si misma, mientras que las

emulsiones W/O contienen una conductancia especifica muy baja [29,32].

Para invertir una emulsion es necesario que se encuentre muy concentrada, siendo
asi, probablemente se invierta cuando se diluya en una fase interna adicional [35].
Por otro lado, si la fase aceitosa emite fluorescencia entonces se puede usar la
microscopia fluorescente para determinar el tipo de emulsion siempre y cuando los
tamaros de la gota sean mas grandes que el limite de resolucion del microscopio
(>0.5 ym) [28,29].

En los casos de emulsiones dobles y multiples de los tipos O/W/O, W/O/W,
O/W/O/W, a veces es posible utilizar las técnicas anteriores para determinar la fase
continua, pero no siempre. Por ejemplo, la prueba de tinte puede producir resultados
engafosos cuando se aplica a una emulsion multiple, o para una emulsion bi-
continua [29,31,33]. En particular, es muy dificil de seguir la agregacion y/o
coalescencia de las gotitas internas en una emulsion multiple [29,33]. Su
caracterizacion por lo general se logra mejor mediante técnicas como la microscopia
Optica y electronica, que permitan la observaciéon directa de las fases dispersas
[28,29].
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11.2.1.3. Estabilidad de Emulsiones

Para emulsiones (termodinamicamente inestables) el grado de estabilidad cinética
es muy importante [29,31,32]. Una caracterizacion completa de la estabilidad
coloidal requiere la consideracion de los diferentes procesos por los cuales
dispersan las especies, entre ellos: sedimentacion, agregacién y coalescencia
[29,31,33].

La sedimentacion y/o “creaming”es el resultado de una diferencia de densidad entre
la fase continua y la dispersa y produce dos capas separadas por dispersion que
tiene diferentes concentraciones de la fase dispersa [28,29]. Una de las capas
contendra una mayor concentracion de la fase dispersa, y esto puede producir la

agregacion [29,30].

La agregacion es cuando existe algun movimiento browniano, agitacion o debido a
que dos o0 mas especies dispersas se aglomeran, posiblemente tocandose en varios
puntos, y sin algun cambio en el area superficial [29,30]. En agregacion las especies
mantienen su identidad pero pierden su independencia cinética debido a que los
agregados se mueven como una sola unidad. La agregaciéon de burbujas puede
conducir a la coalescencia y a la formacion de grandes gotitas hasta que las fases

lleguen a separarse [29,33].

En la coalescencia dos o mas particulas, burbujas o gotitas se juntan para formar
una gran unidad, reduciendo el area superficial [28,29]. En este caso las especies
originales pierden su identidad y llegan a partir de nuevas especies [29]. Aqui la
estabilidad cinética puede adquirir distintos significados, ya que un sistema puede

ser cinéticamente estable con respecto a agregacion pero inestable con respecto a
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la sedimentacién 6 cinéticamente estable con respecto a la coalescencia, pero

inestable con respecto a la agregacion [29].

Usualmente las emulsiones preparadas mezclan dos liquidos juntos no muy
estables [28,29]. Para aumentar la estabilidad, generalmente se adiciona un
componente, que forma una pelicula alrededor de las gotas dispersadas para
proporcionar una barrera a la agregacion y coalescencia [28,29]. Aunque hay
numerosos agentes y mecanismos eficaces, el componente adicional es con
frecuencia un agente tensioactivo [29]. La estabilidad a la coalescencia implica las
propiedades mecanicas de la pelicula interfacial [29]. Teniendo en cuenta la
estabilidad, tanto en la agregacion como en la coalescencia de gotas, los factores
que favorecen la estabilidad de la emulsién se puede resumir como: Baja tension
interfacial debido a la energia libre interfacial baja, la cual hace que sea mas facil
de mantener un gran area interfacial [29,31]. Asi como la alta viscosidad de la
superficie y/o la pelicula interfacial mecanicamente fuerte, ya que ésta actua como
una barrera para la coalescencia y puede ser mejorada por la adsorcion de los
sélidos finos. La ampliacion de la doble capa eléctrica y/o repulsiones estéricas que
también actuan para prevenir las colisiones y la agregacion, y por lo tanto, la
coalescencia [29]. Las pequefas fuerzas de dispersion atraccion son otro factor que
ayuda a dar estabilidad a las emulsiones dado que esto disminuye la velocidad de
agregacion y coalescencia [30,36]. Asi como también es el pequefio volumen de
fase dispersa lo que ayuda a estabilizar la emulsion puesto que reduce la frecuencia
de las colisiones y la agregacion [29,36]. Ademas de la diferencia de densidad entre
las fases porque ayuda a reducir la velocidad de formacion de
creaming/sedimentacion vy, por tanto, las colisiones y la agregacion [29,36]. En la
Fig. 2 se presentan esquematicamente los efectos de “creaming”, agregacion y

coalescencia.
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Figura 2. “Creaming”, agregacion y coalescencia en una emulsion, espuma o

suspension. llustracion adaptada de Schramm 2006 [29].

11.2.1.4. Distribucion de Tamaio de Emulsiones

Debido a que la mayoria de las emulsiones son polidispersas, casi todos los
sistemas se someten a alguna agregacion coloidal que conduce a una distribucion
de tamarnos de agregados [13,29]. Esta distribucién es usualmente representada
por un histograma de tamanos, o, si se tienen datos suficientes, una funcién de
distribucion [19,29]. En emulsiones cuya distribuciéon de tamafo es menor, la
emulsion es mas estable pues los cambios en el tamafo de la curva de distribucion
con el tiempo, dan una medida de estabilidad [29,34]. Sin embargo, la estabilidad
de una emulsién no esta dada solo en funcién del tamano de sus especies dispersas
[29]. La viscosidad también tiene una importante influencia en el tamafo de
distribucion [29]. Para especies que interactuan electrostatica y/o estéricamente la
viscosidad de la emulsién sera mas alta, para una determinada masa o
concentracion de volumen cuando las especies sean mas pequenas [29,36]. Por

ejemplo cuando hay interaccion electrostatica o estérica de burbujas en una

14



espuma, la viscosidad sera mas alta cuando las burbujas son mas pequefias (para
una burbuja dado su volumen de gas) porque al aumentar el area superficial,
incrementa el espesor de pelicula y con esto, la resistencia al flujo [28,29]. La
viscosidad de las emulsiones tendera a ser mas alta cuando los tamafos de las
especies dispersas sean relativamente homogéneos, es decir, cuando la

distribucion de tamano de particula sea estrecha en lugar de amplia [29,35].

11.2.2. Estabilidad Coloidal

La estabilidad de una dispersion coloidal depende de las interacciones que ocurren
entre las particulas dispersas y las particulas del solvente [30,36]. Cuando un
sistema contiene solo un tipo de particula, el tipo de interacciones que predomina
diferira de la situacién donde co-existan mas de un tipo de particulas en un medio
[36]. Cuando las particulas estan suspendidas en un medio son inevitables las
colisiones aleatorias entre ellas, esto puede ser el resultado del movimiento
browniano, o de la aplicacién de fuerzas externas como agitacion, asi como flujo
térmico, hidrodinamico, o bien, fuerzas gravitatorias dados los casos en que las
particulas son tan grandes que promueven la sedimentacion [28,36]. Como
resultado de estas colisiones las particulas pueden rebotar formando agregados, y
estos, a su vez, coalescencia, sedimentacién o “creaming” hasta que las fases
lleguen a separarse [29]. La estabilidad de agregacioén y coalescencia depende de
la interaccion de las especies dispersas cuando ocurre difusion con el movimiento
browniano de las especies [29,30]. Sin embargo, en cuanto a la estabilidad cinética,
ésta puede adquirir distintos significados. Una dispersion coloidal puede ser
cinéticamente estable con respecto a la coalescencia, pero inestable con respecto
a la agregacion [29]. O bien, puede ser cinéticamente estable con respecto a
agregacion pero inestable con respecto a la sedimentacion [29]. Por ello, aunque la

mayoria de las dispersiones coloidales no son termodinamicamente estables, estas
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especies tienen una razonable estabilidad cinética como consecuencia del tamafo

pequeio y gran area superficial coloidal [29].

11.2.2.1. Fuerzas Electrostaticas y de Dispersion

La principal causa de las fuerzas de repulsion electrostatica es la repulsion entre
objetos con cargas iguales [29,30]. Mientras que la de las fuerzas de atraccion esta
relacionada a las fuerzas de van der Waals existente entre las especies coloidales
[30]. Estas interacciones determinan estabilidad, y cuando se estabilizan en su
totalidad por las fuerzas de repulsion, dos superficies cargadas se aproximan entre
si con sus dobles capas eléctricas que se sobreponen creando una fuerza de
repulsion de Coulomb, que actua contra la superficie oponiéndose a cualquier
intento de disminuir la distancia de separacién entre ellas [29,33]. Esta fuerza de
repulsion de Coulomb se puede expresar como la energia potencial de repulsion
[14,29,31]. También hay otra fuerza de repulsién que causa una fuerte oposicién en
distancias de separacion muy pequefias donde las nubes de electrones atomicos
se superponen, llamada repulsién de Born [29,30]. Ademas, existen fuerzas de Van
der Waals o London que las moléculas ejercen una contra otra. Estas fuerzas
normalmente son atractivas y resultan de la orientacion de dipolos, pueden ser
dipolo-dipolo (Fuerzas de dispersion de Keesom), dipolo-dipolo inducido (Fuerzas
de dispersion de Debye) o dipolo inducido-dipolo inducido (Fuerzas de dispersién
London). Exceptuando los materiales muy polares las fuerzas de dispersion de

London son las mas importantes [29].

1.2.2.2. Fuerzas Repulsivas

Las suspensiones de las particulas se podrian estabilizar completamente por
fuerzas de repulsion creadas cuando dos superficies cargadas sobreponen sus

dobles capas eléctricas una sobre la otra [37]. Si las superficies de las particulas

16



son cubiertas por cadenas largas de moléculas (fisica o quimicamente unidas a la

superficie) se encuentra una repulsién estérica entre las particulas [29,33].

11.2.2.3. Fuerzas de Dispersion

Las fuerzas de Van der Waals se deben a las fuerzas de atraccién que ejercen
moléculas neutras unas hacia otras, causadas por interacciones eléctricas entre
dipolos [29,37]. La atraccion es el resultado de la orientacion de dipolos debido a:
fuerzas entre dipolos permanentes (Keesom), fuerzas de induccion entre dipolos y
dipolos inducidos (Debye) o fuerzas de dispersién entre dipolos fluctuantes y dipolos
inducidos (London) [30,37]. El termino fuerzas de dispersion se deben en gran
medida a los electrones externos, que también son responsables de la dispersion
de la luz [29].

Exceptuando materiales muy polares las fuerzas de dispersion London de Van der
Waals son las mas significativas de las tres [29]. Para moléculas la fuerza varia
inversamente con la sexta potencia de la distancia intermolecular [29]. Para
particulas dispersas las fuerzas pueden ser aproximadamente la suma de todas las
atracciones entre los pares de las moléculas entre particulas [29]. De esta manera
cuando se afnade la fuerza de dispersion entre dos particulas esta decae lentamente
como funcion de la distancia de separacién que es el caso de las moléculas
individuales [29,36].

11.2.2.4. Teoria DVLO

Derjaguin, Landau, Verwey y Overbeek desarrollaron una teoria cuantitativa para la
estabilidad de coloides liofébicos, conocida como la teoria del DVLO [38,39].

Usando la teoria del DVLO se puede calcular el cambio de energia que toma lugar
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cuando dos particulas se aproximan entre si mediante la estimacién de las energias
potenciales de atraccion (dispersion de Van der Waals de London, Va) y repulsion
(electrostaticas incluyendo Born, VR) contra la distancia entre-particulas. Todas

estas fuerzas son sumadas al campo de energia de interaccion total, V1 [29,36]:

VT=VR+VA (1)

En la Fig. 3 aparece como VR decrece exponencialmente con la distancia de
separacion mientras que Va decrece inversamente con la distancia de separacion.
También se muestra como pueden predominar las fuerzas de Van der Waals a una
larga y corta distancia entre particulas [29,36]. Las fuerzas de repulsién pueden
predominar a distancias cortas (Born) e intermedias (doble capa eléctrica) [29,36].
Si las especies coloidales estan cargadas y tienen un potencial interfacial de
alrededor de 25-50 mV, el modelo del DVLO (para interacciones de particulas
binarias) predice que una barrera de energia potencial repulsiva inhibira la cercania

entre particulas, estabilizandolas y oponiéndose a la agregacion (Vwax) [29,36].
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Figura 3. Energias potenciales de interaccion entre dos particulas coloidales como
una funcion de su distancia de separacion, para dobles capas eléctricas debido a la

carga superficial (VpL), fuerzas de dispersion de Van der Waals (Va) y la interaccién
total (V1). Adaptado de Schramm, 2006 [29].

Por otro lado, se tiene que Vr decrece exponencialmente con el incremento de la
distancia de separacion mientras que Va decrece inversamente con el aumento de
la separacion. En la Fig. 4 se muestra una sola curva de energia atractiva y dos
diferentes curvas de energia repulsiva, representando dos niveles de concentracion
de electrolitos [29,36]. Mostrando las curvas de la interaccion de energia total que
resulta en cada caso se puede observar que cualquiera de las dos fuerzas ya sea
las de atracciéon de van der Waals o las repulsivas de la doble capa eléctrica puede
predominar a diferentes distancias entre particulas [29,39]. La Fig. 4 muestra que

puede ocurrir una minima energia a distancias mas grandes entre particulas [29].
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Figura 4. Dos curvas de energia de interaccion, Vry V'r, resultantes de la suma de
una curva de atraccion (Va) con dos diferentes curvas de energia de repulsion, Vr
y V’r. Adaptado de Schramm, 2006 [29].

La Fig. 5 muestra un ejemplo de la curva de energia de interaccion total para una
pelicula delgada liquida estabilizada por la presencia de surfactante iénico [29].
Puede ser visto que cualquiera de las fuerzas de atraccion de van der Waals o de
repulsion por la doble capa eléctrica puede predominar en diferentes espesores de
peliculas [29,33]. Como el espesor decrece la atraccidn incrementa pero
eventualmente las fuerzas repulsivas llegan a ser significantes tanto que puede
ocurrir un minimo en la curva, esto es llamado el minimo secundario y puede
considerarse como un espesor en el cual existe un estado meta estable, que la

pelicula comun [20,29,31].
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Figura 5. La energia total de interaccion V1 entre las superficies de una pelicula
liquida delgada o de espuma como una funcion del ancho de la pelicula. Adaptada
de Schramm, 2006 [29].

Tanto como el espesor de la pelicula decrece produce que las fuerzas repulsivas
aumenten pero eventualmente las fuerzas de atraccién dominan de nuevo y puede
ocurrir un minimo mas pronunciado en la curva [29,30,38]. Esto es referido como el
minimo primario, la pelicula esta ahora en un estado de mayor estabilidad que
antes, que la de la pelicula [29]. En espesores de pelicula mas pequefios dominan

una vez mas las fuerzas repulsivas debido a las de repulsién de Born [29,34].

El papel de la repulsidon electrostatica en la estabilidad de suspensiones de
particulas en un medio no acuoso no es tan claro; la fuerza i6nica sera lenta tanto

como lo sea el espesor de la doble capa eléctrica, varios um, el potencial eléctrico
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variara lentamente con la distancia de separacion, y también lo hara la red de

potencial eléctrico a medida que las dobles capas se sobreponen [29,37].

Hay complicaciones que puede tener la teoria del DVLO, por ejemplo, habra una
cierta distorsion de las gotitas de emulsion esféricas cuando se acercan entre si y
empiezan a interactuar, causando un aplanamiento [29,40]. Muchos tipos de
coloides tienden a adoptar una carga superficial negativa cuando se dispersan en
soluciones acuosas, que tienen concentraciones idnicas y pH tipico de las aguas
naturales [29]. Para estos sistemas las particulas coloidales son bastante estables
cuando el potencial zeta es de -30 mV o0 mas negativo, y bastante inestable debido
a la aglomeracion cuando el potencial zeta es de entre 5y -5 mV [29]. Estos criterios
se utilizan con frecuencia para determinar las dosis 6ptimas de electrolitos de
metales polivalentes (Tabla 1), tales como alumina, se utilizan para efecto de

coagulacion en el tratamiento plantas [29].
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Tabla I. Criterios de estabilidad basados en el

suspension. Adaptada de Schramm, 2006 [29].

potencial zeta para particulas en

Caracteristicas de estabilidad

Potencial Zeta

(mV)

Aglomeracién y precipitacion maxima +3a0
Excelente aglomeracion y precipitacion -1a-4
Justa aglomeracion y precipitacion -5a-10
Aglomeracién limite (aglomerados de 2-10 11 a-20
particulas)
Estabilidad leve (pocos aglomerados) -21a-30
Estabilidad moderada (no aglomerados) -31a-40
Buena estabilidad -41 a-50
Muy buena estabilidad -51 a -60
Excelente estabilidad -61 a -80
Maxima estabilidad — para solidos -81 a-100

— para emulsiones -81a-125

11.2.2.5. Hidratacion y Efectos Estéricos

Mas alla de la teoria DLVO, existen influencias a

dicionales sobre la estabilidad de

la dispersion, como la hidrataciéon de la superficie y los efectos estéricos, mismos

que han recibido considerable atencion en las ulti
repulsiva "estructural" es debida a la perturbacié

las superficies hidratadas y surge cuando las su

mas décadas [29,36]. Esta fuerza
n del ordenamiento molecular en

perficies contienen moléculas de

agua adsorbidas por enlaces de hidrogeno, [29,37].
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En la Fig. 6 se ilustran algunas de las posibles estructuras de agua cerca de las
superficies hidrofilas e hidroéfobas, donde es posible notar como la superposicion de
las moléculas de agua puede conducir a fuerzas que son atractivas (fuerzas
hidréfobas) o de repulsion en la naturaleza (fuerzas de hidratacion) [29]. En la Fig.
6, tambien se muestra el agua a granel como circulos o pentagonos parciales que
indican las entidades estructurales que estan en equilibrio con el agua monomérica
representado por flechas. La interaccion dipolo-dipolo en una superficie hidrofilica
provoca el ordenamiento de las moléculas de agua, lo que conduce a una notable
zona de desorden [29]. En cambio, las moléculas de agua en una superficie

hidréfoba tienen con una minima zona desordenada [29].
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Figura 6. Ejemplos de posibles estructuras del agua en superficies hidrofobas e
hidrofilicas. Adaptada de Schramm, 2006 [29].

La estabilidad de una dispersion también se puede mejorar (proteccion, por
estabilizacion estérica) o reducir (sensibilizacion, floculacién) mediante la adicion de
material que se absorba dentro de superficies de las particulas [29]. Los agentes

protectores pueden actuar de varias maneras: aumentando la repulsion de doble
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capa si tienen grupos ionizables; una pelicula adsorbida puede requerir desorcién
antes de que las particulas puedan acercarse lo suficientemente cerca para que las
fuerzas de van der Waals provoquen la atraccion; particulas que se aproximan
pueden causar que las moléculas sean adsorbidas restringiendo su libertad de

movimiento (restriccion de volumen) [28,29].

11.2.2.6. Estabilizacion Estérica

La estabilizacion estérica puede ser el resultado de ondulaciones de la interface (s),
fluctuaciones entre dos interfaces cercanas una de la otra, sobre posicionamiento
de grupos de cabezas de surfactantes absorbidos en la interface (s) y/o
protuberancias a escala molecular de las cadenas de surfactante y polimero; de

todos estas, la ultima es la mas comun [29,39].

En estabilizacion estérica las moléculas de los polimeros absorbidos deben
extenderse hacia fuera de la superficie de la particula, sin embargo, se mantienen
adsorbidos suficientemente fuertes a la superficie [36,37]. Un ejemplo es un sistema
de particulas que contienen cadenas de bloque de co-polimero anclados que tienen
una parte hidréfoba de la molécula que esta muy fuertemente adsorbido en las
superficies de las particulas y una parte hidrofilica de la molécula que se extiende
hacia fuera desde las superficies de las particulas [29,38]. El tamafio de la molécula
adsorbida determina la extension de las fuerzas repulsivas de largo alcance entre

particulas y también hace que el minimo primario desaparezca [29,36-39].

11.3. Terapia Fotodinamica

La terapia fotodinamica (PDT) se basa en la aplicacion de una fuente de energia en

forma de luz con una determinada longitud de onda, sobre un tejido previamente
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fotosensibilizado mediante un compuesto quimico, en presencia de oxigeno; de
modo que se generan gran cantidad de radicales libres y derivados del oxigeno
(compuestos hidroxilo) que producen apoptosis asi como también es posible que
produzcan necrosis del tejido tratado (Master et al., 2013). Requiere la presencia
simultanea de tres componentes: un agente fotosensibilizador, luz y oxigeno, debido
a que el oxigeno singlete es el principal agente citotéxico producido durante PDT
[23].

Las etapas claves involucradas en cualquier terapia fotodinamica son primeramente
la administracién del farmaco (generalmente por via intravenosa o tdpica), seguido
de un transcurso de tiempo de espera para la retencion (preferencial) del farmaco
por el tejido tumoral; después se aplica la irradiacion de luz, por lo general con laser,
del tumor o afeccidn cutanea; asi como la destruccién de las células cancerosas por
generacion de Oz y por ultimo un periodo de ausencia de exposicidn del individuo
tratado a la luz solar hasta la eliminacion del farmaco fotoactivo del organismo
[23,25].

Las propiedades de un fotosensibilizador ideal para PDT son baja toxicidad, alto
rendimiento cuantico de produccion de O, capacidad de absorber luz de longitudes
de onda de mas de 600 nm (maxima penetracion en los tejidos) asi como también
es necesario que esté dotado de propiedades farmacocinéticas tales como una alta
selectividad por tejido, solubilidad en agua y una eliminacion en un tiempo razonable
del organismo y rapidamente de la piel para evitar reacciones de fotosensibilidad
[23]. Actualmente los fotosensibilizadores mas usados en PDT in vivo son porfirinas,
clorinas y bacterioclorinas. Sin embargo también se estan utilizando otras clases de
porfirinoides, como las ftalocianinas, purpurinas y texapirinas, asi como el azul de

metileno. Todos estos compuestos son eficaces generadores de Oz [24].
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En cuanto a las aplicaciones de la terapia fotodinamica, hay estudios clinicos que
han demostrado la eficacia de la PDT para el tratamiento de varios canceres de piel
como el carcinoma de célula basal, el carcinoma espinocelular, y las lesiones
premalignas como las queratosis actinicas [41]. En 1999, la FDA aprob¢ el uso de
la PDT para multiples tratamientos, en las que es la opcién ideal ya que puede ser
utilizada sobre amplias areas de piel afectada en una sola sesién de tratamiento
[24].

El uso de la terapia fotodinamica ha mostrado varias ventajas, pues es una forma
mas localizada de tratamiento, que afecta solo al tejido maligno y que produce
resultados que son cosméticamente aceptables para el médico y el paciente [23].
Ademas, en estudios recientes se han evaluado las propiedades desinfectantes de
la PDF mostrando efectos citotoxicos sobre gran variedad de patégenos, incluidas
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, hongos, levaduras y micoplasmas
[24,26].
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CAPITULO lll. MATERIALES Y METODOS

I1l.1. Materiales

El polimero PLGA con terminacion en acido (copolimero 50/50 de DL-
lactico/glicdlico, 0.2 dL/g) fue comprado en Purac Biomaterials, Gorinchem, The
Netherlands. Diclorometano (CH2Cl2) fue adquirido de Fisher Scientific Inc. (Fair
Lawn, NJ, USA). El alcohol polivinilico (PVA) con un peso molecular promedio de
~31,000 unidades de masa atomica y con 86.7-88.7% (mol) de hidrolisis fue
obtenido de Sigma Aldrich, Inc. (St. Louis, MO, USA). Azul de metileno
(C16H18N3SCl3H20) adquirido de Quimica Suastes S.A. de C.V. (Tlahuac, Edo. de

Mx, México).

l1l.2. Curva Patron de Azul de Metileno

Para caracterizar el AM se pesaron 1.3 mg de este y fueron disueltos con agitacion
vortex en 1.5 mL de solucion buffer 10 mM de PBS a pH 7.4 mediante el método de
espectrofotometria. Brevemente se hicieron diluciones de 100 pyL de la solucién
madre y se agregaron 1.5 mL de buffer PBS a cada tubo, repitiendo la dilucién. Se
leyeron las muestras a 665 nm usando el espectrofotometro UV-Vis Genesis 10S,
Thermo Scientific, (Madison, WI, USA) y por ultimo se graficaron los resultados para

obtener la curva patron de AM.

lll.3. Preparacion de las Nanoparticulas Poliméricas

Las nanoparticulas poliméricas de PLGA cargadas con azul de metileno (AM-NP)
se prepararon adaptando la técnica de emulsion doble evaporacion del solvente

[13,42]. Brevemente, se pesaron 50 mg de PLGA se disolvieron en 4 mL de CH2Cl>.
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Asimismo, se pesaron 2, 4 y 8 mg de AM, correspondientes al 4, 8 y 16% de TDL,
respectivamente. La masa correspondiente de AM fue disuelta en 1 mL de agua
desionizada usando agitacion tipo vértex. A continuacion, se mezclaron la fase
organica y acuosa, conteniendo el PLGA y AM, respectivamente y se sonicaron a
22% de amplitud durante 1 minuto en el equipo QSonica 500 (QSonica LLC,
Newtown, Connecticut, USA), usando bafio de agua fria para evitar que el solvente
organico se evapore antes de obtener la nanoemulsion. Después de la primera
emulsion se anadieron 40 mL de una solucion acuosa de PVA al 5% y se volvio a
sonicar a 75% de amplitud durante 1 minuto usando el mismo equipo. Después de
la segunda emulsificacion, el solvente organico (CH2Cl2) fue removido por
evaporacion durante 12 h en una campana de extraccion utilizando agitacién
magnética a temperatura ambiente y 400 rpm. Posteriormente, se centrifugd la
solucion resultante tres veces para lavar las particulas del PVA remanente, asi como
del azul de metileno que no se encapsul6 usando el equipo Sigma 3-30KS (Sigma
Laborzentrifugen GmbH, Osterode am Harz, Germany). Las centrifugaciones se
realizaron a 20000 rpm por 20 min, resuspendiendo el precipitado en 12 mL de agua
desionizada y descartando el sobrenadante. A continuacién se caracterizaron las
muestras y las soluciones de nanoparticulas fueron congeladas a -80°C.
Finalmente, las soluciones conteniendo las nanoparticulas fueron liofilizadas en el

equipo freezone 4.5 (Labconco, Kansas City, Missouri, USA).

lll.4. Caracterizacion de las Nanoparticulas

Se determind el tamafio y el indice de polidispersidad de las nanoparticulas por
dispersion dinamica de luz (DLS) con ayuda del equipo Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments Ltd., Worcestershire, United Kingdom), realizando cada estudio por
triplicado. El agua desionizada fue utilizada como medio dispersante, con un indice

de refraccion de 1.33. Mientras que para evaluar la estabilidad de las particulas se
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midié el potencial zeta utilizando el mismo equipo pero aplicando el método de

electroforesis con Laser Doppler [43].

l11.5. Cinética de Liberacion de Azul de Metileno

La liberacion de AM de las nanoparticulas de PLGA se determind mediante el
método de membrana de dialisis, usando nanoparticulas previamente liofilizadas. El
estudio se llevo a cabo pesando una cantidad definida de nanoparticulas cargadas
con AM, las cuales fueron disueltas en 1 mL de solucion de buffer 10 mM PBS pH
7.4. Dicha solucion se coloco dentro de una membrana de didlisis estandar de
celulosa de 25 mm de diametro y de 12-14 kDa limite de corte de peso molecular
(MWCO), la cual fue previamente acondicionada de acuerdo a las especificaciones
del fabricante (Spectra/Por, Irving, TX). La membrana se colocd dentro de un tubo
falcon de 50 mL conteniendo 30 mL del mismo buffer a 37°C. Los tubos falcon se
colocaron a su vez en un equipo de bafo de agua modelo BR-122 de Bio-Rad
(Cornelius, OR, USA) programado a una temperatura de 37°C. En ciertos intervalos
de tiempo, se tomaron muestras del medio de incubacién y se analizaron
espectroscopicamente a 665 nm y se utilizo la curva patron del AM para determinar
la concentracion liberada de este compuesto. Con los datos de concentracidén se
realizé un balance de masa para determinar la cantidad de azul de metileno liberado
de las nanoparticulas a cada tiempo analizado. Cabe destacar que cada volumen
extraido del tubo falcon para el respectivo analisis de AM se repuso con el mismo
volumen de buffer de fosfato de sodio con el fin de mantener el volumen constante

en los estudios de liberacion.

lll.6. Carga de Azul de Metileno y Eficiencia de Encapsulacion

La cantidad de azul de metileno encapsulado en las nanoparticulas (DL) y la

eficiencia de encapsulacién (EE) fueron determinadas a partir de los estudios de
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liberacion de AM. Brevemente, la masa final de AM liberada de las nanoparticulas
(AM-NP) se asoci6 con la masa inicial de nanoparticulas utilizada en el estudio de

liberacion usando la siguiente férmula, adaptada de literatura [44]:

DL % = masa de AM en las nanoparticulas x 100 5
0T masa de nanoparticulas )

La eficiencia de encapsulacion se define como una relacién entre la cantidad de
farmaco por cantidad de nanoparticulas obtenidas en el proceso y la cantidad de
farmaco y polimero inicial usado en la preparacion de las nanoparticulas, y se puede

describir de la siguiente manera [45]:

masa de AM por masa de nanoparticulas X 100

EE % = - —
masa de AM por masa de polimero y AM iniciales
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1. Curva Patron de Azul de Metileno

Las propiedades espectroscopicas del azul de metileno se analizaron haciendo uso
del equipo UV-vis (Génesis 10S, Thermo Scientific). La curva patrén de AM se
evalué usando buffer 10 mM PBS con un pH de 7.4. Se realizé un barrido de
absorbancia del azul de metileno con el espectrofotometro UV-vis, encontrando un
pico de absorcion a una longitud de onda a 665 nm. La curva de calibraciéon se
realizé partiendo de una solucion madre a una concentracion de 0.8667 mg/mL, y
partir de dicha solucién madre se realizaron diluciones, a las cuales se les midi6
absorbancia con el equipo de UV-Vis a una longitud de onda (A) de 665 nm. Los
resultados obtenidos se usaron para graficar absorbancia versus concentracion y
de ahi, se determind la pendiente, la cual se relacioné al coeficiente de extinciéon
molar por la ley de Beer-Lambert [46]. El resultado del ajuste lineal de la curva de
calibracion de AM mostré un coeficiente de determinacion (R?) de 0.9957, lo cual
valida los datos obtenidos. Los resultados que se obtuvieron se muestran en la Fig.
7, donde el coeficiente de extincion molar (€) obtenido fue de 0.1642 Abs-(ug/mL)".
A partir del andlisis realizado, se puede concluir que en el rango de concentraciones

estudiado, se sigue una tendencia lineal, lo cual es deseable.
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Figura 7. Curva de calibracién de AM en una solucién de buffer PBS 10 mM pH=7.4,
midiendo absorbancia a una longitud de onda de 665 nm (¢=0.1642 Abs-(ug/mL)").

IV.2. Caracterizacion de las Nanoparticulas Poliméricas

Al caracterizar las nanoparticulas poliméricas por el método de dispersion dinamica
de luz, se obtuvo informacion del tamafio y polidispersidad. Igualmente, al
caracterizar el potencial zeta se obtuvo informacion sobre la carga superficial de la
nanoparticula y por consiguiente de la estabilidad de las nanoparticulas. Se
prepararon particulas con tres diferentes concentraciones iniciales de AM, usando
TDL de 4%, 8% y 16%. En la Fig. 8, se muestra el tamafio de las particulas, asi
como su polidispersidad en funcién de la cantidad tedrica de farmaco, observandose
que al tener un TDL de 4% se cuenta con un tamafio promedio de 201.4+16.2 nm,
y una polidispersidad media de 0.080+0.061, mientras que las particulas con TDL
de 8% obtuvieron un tamafio de 209.2+22.7 nm, y una polidispersidad de
0.123+0.072. Por ultimo, las particulas con una concentracion del 16% reportaron
un tamano de 287.2+39.3 nm, presentando una polidispersidad de 0.249+0.100. Al
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analizar estos resultados se observa que el tamafio promedio aumenta conforme
crece el TDL, pero las particulas con TDL de 4 y 8% no muestran diferencias
estadisticamente significativas, mientras que la de 16% presentan un tamafio mayor
a las anteriores y mostrando diferencias estadisticamente significativas. Este ultimo
resultado es debido a que las particulas grandes corresponden a la preparacion de
mayor concentracion de AM, lo cual pudo ocasionar aglomeraciones en la
preparacion de las particulas. También se puede observar que la polidispersidad
promedio aumenta conforme aumenta el TDL, pero sin mostrar diferencias
estadisticamente significativas. Sin embargo en base a la literatura estas

propiedades muestran valores muy aceptables.
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Figura 8. Tamarfio y polidispersidad de las muestras de AM-NP correspondientes a
los TDL de 4%, 8% y 16%. Datos presentados como promedios = DE (n = 7).

En la grafica de la Fig. 9 se analizaron los valores de potencial zeta de las
nanoparticulas preparadas a distintos TDL. El valor obtenido de la medicion de

potencial zeta de las nanoparticulas poliméricas preparadas con un TDL del 4% es
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de -27.6+ 4.2 mV, para las particulas con un TDL del 8%, el potencial zeta fue de -
24.0 £3.4 mV, y para las particulas preparadas con un TDL del 16% fue de -21+3.6
mV. Al comparar estos valores se encuentra que las nanoparticulas tienen una
estabilidad aceptable, ya que el potencial zeta es menor a -20 mV, lo que es
favorable ya que puede existir una repulsién de cargas que evitara que las

nanoparticulas se precipiten o formen agregacion.
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Figura 9. Potencial Zeta de las muestras de AM-NP correspondientes a los TDL de

4%, 8% y 16%. Datos presentados como promedios + DE (n = 7).

IV.3. Carga de Azul de Metileno y Eficiencia de Encapsulacion

En base a los resultados del estudio de liberacion de AM de las nanoparticulas, se
evalué la cantidad de AM encapsulado para los diferentes TDL evaluados. Para
cada experimento se relacioné de la masa total liberada de AM con respecto a la
masa inicial de AM-NP, tomando un promedio entre los resultados correspondientes

a un mismo TDL. La grafica de la Fig. 10 muestra como incrementa el DL promedio
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al aumentar el TDL. Esto se debe a que al haber mayor cantidad de farmaco
disponible inicialmente, es decir en el inicio de la preparacion de las nanoparticulas
en la primera emulsion, se puede retener una mayor parte de éste farmaco dentro
de las nanoparticulas. Entre los valores de DL correspondientes al TDL de 4 y 8%
se encontraron diferencias estadisticamente significantes. Igualmente, se
encontraron diferencias estadisticamente significativas al comparar los valores de
DL correspondientes al 4 y 16% de TDL. Por otro lado, al comparar los valores de
DL correspondientes al 8 y 16% de TDL no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas.
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Figura 10. DL de las muestras de AM-NP correspondientes a los TDL de 4%, 8%

y 16%. Datos presentados como promedios + DE (n = 3).

En la Fig. 11 se puede observar como los valores de EE se encuentran en un rango
valido para los tres TDL estudiados. Se obtuvo una EE de 12.95+0.28% para

nanoparticulas con un TDL de 4%, mientras que para las particulas con TDL de 8%
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se tiene una EE=13.231£5.9% y por ultimo resulté un valor de EE=8.47+£2.41% para
un TDL de 16%. Al analizar los resultados se observa que solo las EE
correspondientes al 4 y 16% de TDL son estadisticamente diferentes, mientras que

las otras combinaciones resultan sin diferencias estadisticas.
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Figura 11. EE de las muestras de AM-NP correspondientes a los TDL de 4%, 8%

y 16%. Datos presentados como promedios + DE (n = 3).

IV.4. Cinética de Liberacion de Azul de Metileno

El método de liberacion de AM se basa en el uso de una membrana de dialisis,
colocando las particulas en solucién y sellando la membrana, luego se sumerge en
un determinado volumen de buffer que sirve para simular condiciones fisioldgicas y
se toman muestras de éste para analizar la cantidad de AM en funcién del tiempo.
Se realiz6 un procedimiento para estudiar los efectos de la barrera fisica que el AM

debe cruzar para llegar a la solucién de analisis, es decir, se evaluo la resistencia
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de la membrana, y el tiempo que le toma al AM difundirse a través de ella. En la Fig.

12 se reportan los resultados obtenidos del estudio.
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Figura 12. Estudio experimental de la resistencia de membrana a la difusién de AM
en buffer 10 mM PBS a pH=7.4.

Para estudiar la cinética de liberacion del AM encapsulado en AM-NP en los rangos
de TDL analizados, las nanoparticulas en solucion se sometieron a un proceso de
secado (liofilizacién) para extraer la humedad en ellas. Una vez secas se tomo una
masa de AM-NP, las cuales se resuspendieron simulando condiciones fisiologicas,
es decir, a una temperatura de 37°C en una solucién buffer 10 mM PBS pH=7 .4, de
acuerdo a la metodologia. Se tomaron alicuotas periédicamente y se analizaron
espectrofotométricamente a 665 nm para determinar, con la ayuda del coeficiente
de extincion obtenido de la curva patrén, la concentracion de farmaco liberado. En

cada tiempo evaluado, la concentracion de AM se convirtié a masa considerando el
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volumen total del experimento de liberacion, de acuerdo a la metodologia. En las
Figuras 17, 18, 19 se muestran los perfiles de liberacion para los TDL de 4%, 8% y
16% respectivamente. En las tres figuras se muestra una liberacién rapida del AM,
que concluye en aproximadamente 5 dias para todos los casos. Esta liberacién se
adjudica al mecanismo de liberacion inicial, el cual puede describir la liberacion de
farmacos hidrofilicos. En la Fig. 13, se comparan los graficos de liberacién de las
tres preparaciones estudiadas, encontrandose mucha similitud, por lo que se
observa que el DL de las particulas no afecta el perfil de liberacion de AM en el

rango estudiado.
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Figura 13. Curva de liberacion de AM de las nanoparticulas poliméricas (AM-NP)
preparadas con un TDL de 4 % (). Datos presentados como promedios + DE (n =
3).
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Figura 14. Curva de liberacion de AM de las nanoparticulas poliméricas (AM-NP)
preparadas con un TDL de 8% (m). Datos presentados como promedios + DE (n =
3).
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Figura 15. Curva de liberacion de AM de las nanoparticulas poliméricas (AM-NP)
preparadas con un TDL de 16% (A ). Datos presentados como promedios + DE (n
= 3).
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Figura 16. Comparacién de las curvas de liberacion de AM de nanoparticulas
poliméricas (AM-NP) preparadas con diferentes TDL: 4% (), 8% (m) y 16% (A).

Datos presentados como promedios + DE (n =3).
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

V.1. Conclusiones

Se logré encapsular AM dentro de nanoparticulas poliméricas de PLGA utilizando
la técnica doble emulsidn-evaporacion de solvente. Se analizaron las caracteristicas
de las nanoparticulas poliméricas en funcién de la cantidad de AM usada en la
preparacion y se encontré que el tamafo promedio de las nanoparticulas aumenta
conforme aumenta el TDL. Asimismo, se observé que los valores promedio de AM
encapsulado dentro de las nanoparticulas incrementaron al aumentar el TDL, pero
la eficiencia de encapsulacion promedio mostré una ligera tendencia de disminucion
con respecto al TDL en el rango estudiado. Se encontré que la cantidad de AM
encapsulado no afecta el perfil de liberacion del mismo de las nanoparticulas
poliméricas. Los perfiles de liberacion encontrados muestran una liberacién rapida,
por lo que se concluye que el mecanismo de liberacion que describe al sistema es
el de liberacidn inicial. El sistema evaluado tiene potencial para administrar AM de

una forma controlada en diversos tratamientos relacionados a terapia fotodinamica.

V.2. Recomendaciones

Se recomienda implementar un método para medir directamente el DL y la EE de
las nanoparticulas preparadas en esta investigacion y hacer estudios con un laser
a 665 nm usando a las AM-NP para conocer el funcionamiento del AM en las NPs

asi como el efecto del farmaco puro.
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