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RESUMEN

En este trabajo se desarrollé y caracterizd la formulacion del farmaco anticancerigeno
cis-diclorodiaminoplatino 1l (cisplatino, CDDP) en nanoparticulas PBLG-Bnz-32 y PBLG-j-
CD-50, en suspension acuosa, utilizando el método de nanoprecipitacion.

Se evaluaron diferentes condiciones (concentracion y solubilidad del CDDP) a fin de
determinar el método de nanoprecipitacion que permita el mayor porcentaje de encapsulacién
de CDDP en las nanoparticulas poliméricas de PBLG-Bnz-32.

Las nanoparticulas se caracterizaron mediante MET, DLS y potencial Z. Los diametros
hidrodindmicos de los sistemas de nanoparticulas de PBLG-B-CD-50/CDDP y PBLG-Bnz-
32/CDDP fueron mayores que los obtenidos en sus sistemas blanco. La medicién del potencial
Z mostré que todos los sistemas de nanoparticulas de PBLG-Bnz-32/CDDP y PBLG-B-CD-
50/CDDP estaban cargados negativamente en su superficie.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede sugerir que la presencia de moléculas
de p-ciclodextrina (B-CD) en el vector promueve un aumento en el porcentaje de
encapsulacion del cisplatino. Este incremento puede estar asociado a la capacidad de la f-CD
de inclusionar moléculas huésped en su cavidad hidrofébica y pudieran reducir el

ordenamiento de las moléculas poliméricas de PBLG en forma de bastoncillos en a-hélice, lo

Xiii



cual permitiria incorporar aun mas moléculas de CDDP en la matriz polimérica de las

nanoparticulas.
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INTRODUCCION

En los ultimos afios se ha incrementado considerablemente el estudio de los sistemas
de vectorizacién de farmacos. Se define la vectorizacidbn como la operacion tecnoldgica
destinada a modular y, en el caso ideal, dirigir un principio activo en el organismo. En
farmacologia, se conoce como vector la forma farmacéutica que engloba al farmaco, de tal
forma que es la estructura quimica del vector la responsable de las propiedades del conjunto
“vector-principio activo”" (. Por consiguiente, un sistema vector debe tener la capacidad de
incorporar moléculas de farmaco, permitiendo su liberacion controlada en un tejido especifico,
reduciendo de esta manera sus efectos secundarios y su inespecificidad *®. A su vez, el
sistema vector permite proteger al principio activo de la degradacién enzimatica y de la
opsonizacion por adsorcion de proteinas, lograndose un aumento del tiempo de vida media del
farmaco en el organismo. La liberacion controlada es una de las funciones mas importantes de
un sistema vector, ya que gran parte de los efectos secundarios de los medicamentos estan
asociados a la dosis, la cual en medicamentos convencionales debe ser alta y repetitiva.

En la actualidad se han estudiado diferentes tipos de sistemas vectores, como lo son
liposomas, microparticulas o nanoparticulas 2. Entre estas se encuentran las nanoparticulas
poliméricas, las cuales, para funcionar como sistemas vectores de farmacos, deben presentar
propiedades especificas tales como:

e Biocompatibilidad, es decir, los sistemas vectores no deben provocar reacciones
alérgicas o inmunitarias al entrar en contacto con el organismo.
e Estabilidad, tanto en el torrente sanguineo como en otros tejidos.

e Capacidad de incorporar y liberar un farmaco.



e Biodegradabilidad, entre otras.

Los polimeros derivados del poli(L-glutamato de y-bencilo) (PBLG), representan una
importante alternativa en la bldsqueda de la obtencidén de sistemas de nanoparticulas con
propiedades especificas, ya que se le han incorporado diferentes moléculas a la cadena
polipeptidica del PBLG, las cuales tienen funciones determinadas dentro del sistema vector 4
17, Una de estas moléculas es la B-ciclodextrina, cuya funcion especifica es el incremento en la
incorporacion de principios activos hidrofobicos al sistema de nanoparticulas en suspension
acuosa.

El cis-diclorodiaminoplatino Il (cisplatino, CDDP) es una molécula de 301.1 g/mol de
peso molecular cuya férmula (inactiva) es Pt(NHs)2(Cl)2. En la actualidad el cisplatino es un
farmaco ampliamente utilizado en el tratamiento de diferentes tipos de cancer epitelial, tales
como de pulmoén, ovario, vejiga y testiculo 819, Son bien conocidos los efectos secundarios
que provoca en los pacientes la terapia con este quimioterapéutico, como por ejemplo la
toxicidad renal, gastrointestinal y la neurotoxicidad, que incluye neuropatia periférica y

afeccion de la capacidad auditiva 9,

En el presente trabajo se buscé incorporar el farmaco cisplatino en sistemas de
nanoparticulas a base de los polimeros poli(L-glutamato de y-bencilo) y poli(L-glutamato de -

bencilo)-p-ciclodextrina, por el método de nanoprecipitacion.

Con la finalidad de estandarizar las condiciones de sintesis de los sistemas vectores, se
llevaron a cabo diferentes estudios buscando la obtencién de los mejores porcentajes de
encapsulacién de CDDP. Se evalud el efecto de la disolucion del farmaco, en el porcentaje de

encapsulacién en nanoparticulas poliméricas de PBLG-Bnz-32, disolviendo el principio activo



tanto en la fase organica (DMF) como en la fase acuosa. Los resultados mostraron que el
método de nanoprecipitacion en el que se llevo a cabo la disolucién del cisplatino en la fase
acuosa, promueve un aumento en el porcentaje de encapsulacion de CDDP, en comparacion
con el método de disolucion en DMF.

Se llevd a cabo un estudio en el cual se afiadieron diferentes cantidades de CDDP en la
sintesis de las nanoparticulas de PBLG-Bnz-32/CDDP, manteniendo la concentracion del
polimero sin variacion. Los resultados mostraron que con la adicion de 800 pg de farmaco en
la sintesis de las nanoparticulas se obtienen los méas altos porcentajes de encapsulacion.

Con estos estudios se logré estandarizar las condiciones de nanoprecipitacion para la
posterior realizacion de experimentos con sistemas a base de PBLG-B-CD-50/CDDP.

Se llevaron a cabo estudios de encapsulacion con sistemas de nanoparticulas a base de
PBLG-Bnz-32/CDDP y el PBLG-B-CD-50/CDDP. Los resultados muestran que los sistemas
vectores nanoparticulados sintetizados a partir de derivados del PBLG proporcionan
porcentajes de encapsulacion de CDDP similares a los sistemas previamente reportados en la
literatura con otros polimeros, como el PLGA (é&cido poli(lactico-co-glicolico)), en los cuales
se obtuvieron porcentajes de encapsulacion menores al 1% #%. Cabe mencionar que en el caso
de los derivados del PBLG el porcentaje de eficiencia es mayor debido a que se requiere una
menor proporcion farmaco-polimero para alcanzar dicha tasa de encapsulacion.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede sugerir que la presencia de moléculas
de B-ciclodextrina en el vector promueve un aumento en el porcentaje de encapsulacion del
cisplatino. Este incremento puede estar asociado a la capacidad de la B-CD de incorporar

moléculas huesped en su cavidad hidrofobica y a su posible efecto en la disminucion del



ordenamiento de las cadenas de PBLG en conformacion a-hélice que forman la matriz de la
nanoparticula.

Las nanoparticulas fueron caracterizadas por microscopia electrénica de transmision
(MET), dispersion dindmica de luz (DLS) y potencial Z. Los diametros hidrodindmicos de los
sistemas de nanoparticulas de PBLG-B-CD-50/CDDP y PBLG-Bnz-32/CDDP, sintetizados
por el método de THF, fueron mayores que los obtenidos en los sistemas blanco de cada
suspension. Sin embargo, el didmetro hidrodindmico obtenido para el sistema de
nanoparticulas de PBLG-Bnz-32/CDDP sintetizado por nanoprecipitacion empleando DMF,
fue inferior al de los dos sistemas anteriormente mencionados, y ademas, muy similar al de su
sistema blanco.

La medicidon del potencial Z, mostré que todos los sistemas de nanoparticulas de
PBLG-Bnz-32 y PBLG-B-CD-50 estan cargados negativamente en su superficie, y que la
presencia de moléculas de CDDP y complejos de B-CD/CDDP tienen la capacidad de afectar
la carga superficial de los sistemas, aunque dichos resultados deben corroborarse debido a la
aparicion de valores altos de desviacion estandar.

Las micrografias obtenidas por MET muestran diferencia en la morfologia de los
sistemas cargados con CDDP a la de los sistemas blanco, asi como también a la de los dos
sistemas de PBLG-Bnz-32/CDDP sintetizados por el método de THF y DMF.

Por otra parte, se llevaron a cabo otros experimentos con la finalidad de incrementar la
cantidad de CDDP encapsulado en sistemas de PBLG-Bnz-32/CDDP. En el primero de ellos,
se afadieron cantidades de NaCl a la fase acuosa en el proceso de sintesis por
nanoprecipitacion. En el segundo, se afiadieron diferentes volimenes de acido trifluoroacético

a la fase acuosa. El primer experimento tuvo la finalidad de disminuir el grado de hidrdlisis del



CDDP en solucién acuosa. El segundo, la desnaturalizacion de la conformacion en a-hélice de
las cadenas poliméricas del PBLG. Ambos resultados fueron infructuosos dado que los
sistemas de nanoparticulas precipitaban en el momento de la sintesis, por lo que fue imposible
la realizacion de otros estudios.

Se busco determinar los perfiles de liberacion de CDDP de nanoparticulas de PBLG-
Bnz-32/CDDP y PBLG-B-CD-50/CDDP en solucién amortiguadora de fosfato pH 7.4, sin
embargo los resultados obtenidos no fueron concluyentes, por lo que se sugiere profundizar

mas en este estudio a fin de obtener resultados reproducibles.



ANTECEDENTES

El cisplatino

Los derivados anticancerigenos de platino consisten en complejos neutros del metal en
estado de oxidacion platino(I1), planares, en configuracion cis ®. Dichos complejos pueden
ser descritos con la formula cis-[PtA2Xz], en el que A2 representa a dos ligantes monodentados
0 un ligante bidentado con la presencia de grupos funcionales amino. X. representa dos
ligantes monodentados o un ligante bidentado aniénico, el cual es un grupo labil en solucion
acuosa y bajo ciertas condiciones 8,

El cis-diaminodicloroplatino(ll) (cisplatino, CDDP) fue el primer anticancerigeno
derivado de platino en ser identificado, en 1847, siendo conocido primeramente como sal de
Peyrone 19, Se trata de una molécula de 301.1 g/mol de peso molecular cuya férmula

(inactiva) es Pt(NHz3)2(Cl),, la cual se muestra en la Figura 1-A).

) Cl,  NHj
r..Pt-.xt
c” NH,
2+ _ 1+ ]
®) NH: OH, |~ CF |NHs OH,| CI  NH; CI
Pt —| Pt —_ Pt
NHy OHp | po |NH © H,O  NH{ ClI

Figura 1: A) Estructura quimica del cisplatino. B) Equilibrio inicial del cisplatino en agua

[Haxton y colaboradores, 2006].



En la Figura 1-B) se muestra el proceso de hidrdlisis del cisplatino en solucién acuosa.
Este farmaco se establecio inicialmente como posible agente quimioterapéutico al descubrirse
su capacidad de inhibicion de la reproduccion bacteriana %22 siendo aprobado para el
tratamiento del cancer testicular y de ovario en 1978 > 24, En la actualidad el cisplatino es
utilizado en el tratamiento de canceres epiteliales tales como de pulmoén, ovario, vejiga y
testiculo (18 19),

La pobre biodisponibilidad que presenta el cisplatino al administrarse de manera oral,
genera la necesidad de administrar el farmaco como una infusion intravenosa, teniendo en
consideracion la necesidad de proporcionarle al paciente una extensiva hidratacion antes,
durante y después de su administracion, con el objetivo de reducir la toxicidad renal ®®. En la
actualidad, son bien conocidos los efectos secundarios que provoca en los pacientes la terapia
con este quimioterapéutico, como por ejemplo, la toxicidad renal, gastrointestinal y la
neurotoxicidad que incluye neuropatia periférica y afeccion de la capacidad auditiva 9.
Algunos de estos efectos secundarios son irreversibles para el paciente, mientras otros pueden
desaparecer con ayuda de agentes quimioprotectores, principalmente que presenten grupos
sulfuro libres, los cuales al unirse de manera irreversible al platino, reducen las formas activas
del farmaco en medio acuoso ¢72®),

La hidrolisis del cisplatino es el proceso en donde los ligantes cloruro son
reemplazados por moléculas de agua. En términos generales, el grado de cambio de los
ligantes X afecta la toxicidad de los complejos de platino, conociéndose este proceso como
hidrolisis de las drogas de platino ?> 29, En fluidos bioldgicos, el grado de hidrélisis depende
de la concentracion de iones cloruro presentes en el medio. Cuando la concentracion de estos

iones es alta, como en el torrente sanguineo por ejemplo, el grado de hidrélisis disminuye, lo



que provoca que la molécula no pueda unirse al DNA, RNA y a las proteinas ?%. De igual
forma, si la concentracion de iones cloruro es muy baja, se produciré una rapida hidrolisis que
promovera un aumento de especies reactivas de cisplatino, aumentando en gran medida la
citotoxicidad 830,

Se cree que el cisplatino ingresa a la célula por un proceso de difusidn pasiva a través
de la bicapa lipidica, debido a las restricciones estéricas que impedirian su entrada por los
canales i6nicos Y o por via del transportador de cobre CTR1 @2, El farmaco ingresa a la
célula en su forma original, ya que se ha demostrado que el aumento de la forma activa del
farmaco no se relaciona con un aumento en la acumulacion de platino celular 3. A su vez,
también se conocen mecanismos por los cuales las células cancerosas adquieren resistencia al
cisplatino ¢4, de los cuales destacan la reduccion en la acumulacion del farmaco intracelular
por accion de barreras en la membrana celular, modulacién de mecanismos apoptoticos,
pérdida en la actividad de la p53 cinasa, aumento en la regulacion de factores de transcripcion
e incremento en la remocion de platino por componentes celulares ricos en sulfuro como el
glutation @Y,

El mecanismo de accion del cisplatino aun no se encuentra completamente dilucidado,
pero se piensa que ocurre por inhibicion de la division celular. Los complejos de platino se
unen a donantes de nitrégeno en las purinas, bloqueando la sintesis de DNA G, Estudios
cinéticos han demostrado que existe una mayoria en la presencia de aductos de platino-N7
(Nitrogeno 7 de la molécula de guanina) > 2 como se representa en la Figura 2. Cada
molécula del farmaco puede formar dos uniones al DNA, ya sea uniendo una base de la misma
cadena a la cual se une la molécula de cisplatino o una base de la cadena complementaria en la

doble hélice.
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Figura 2: Representacion esquematica de la quelacion de Pt (NHs)2%* a dos bases de guanina

vecinas. [Reedijk y colaboradores, 1985].

Inclusion del cisplatino en sistemas vectores

Los farmacos basados en platino presentan una limitada solubilidad en agua (2.5
mg/mL para el cisplatino), por lo cual se requiere de la utilizacién de sistemas vectores que
permitan aumentar su incorporacién en medios acuosos, reducir su toxicidad, y ademas, que
tengan la capacidad de conducir al principio activo a un blanco especifico. Un sistema vector
puede estar compuesto por surfactantes, lipidos, polimeros o materiales inorganicos, mediante
los cuales se forman sistemas tales como las micelas 28, liposomas ©%, nanoesferas ¢, y
nanoparticulas (> 2041-44) “ademas de la formacion de complejos platino-polimero “54®). Los
sistemas vectores nanoparticulados presentan algunas ventajas en comparacion con los otros

sistemas vectores, dentro de las cuales se pueden destacar su estabilidad (comparado con los



sistemas micelares o liposomales) y su capacidad de ingreso por difusion pasiva en sistemas

bioldgicos (si se compara con sistemas de mayor tamafio como los microparticulados) “),

Complejos platino-polimero

Estos sistemas constituyen la forma mas simple de vectorizacion de cisplatino “548),
Para poder generar esta clase de sistemas, se requiere que el polimero presente grupos ligantes
disponibles al metal, como grupos amino o hidroxilo. EI nimero de complejos depende tanto
de la cantidad de grupos ligantes como del modo de unién, monodentado o bidentado.

Algunos polimeros que pueden presentar este tipo de complejos son el poli(acido
aspartico), el poli(acido glutamico) o polimeros con grupos ligantes terminales como los
dendrimeros de poli(amidoamina) 9 o poli(N-(2-hidroxipropil) metacrilamina) “9.

Los complejos platino-polimero se pueden administrar de manera directa o formulando
sistemas de micelas u otro sistema vector particulado. Esta clase de complejos deben ser
solubles en agua, por lo cual se deben utilizar copolimeros de dos blogues, en el que uno de
ellos sea hidrosoluble, como el poli(etilén glicol), o bien, se deben generar sistemas con baja
cantidad de farmaco a fin de evitar problemas de solubilidad y precipitacion de los complejos.
La preparacion de complejos platino-polimero, implica la complejacién del metal con una
fraccion de la cadena polimérica ya sintetizada, en lugar de ser sintetizados a partir de
mondmeros que contengan platino. La forma hidrolizada del cisplatino presenta mayor
reactividad para la aparicion de complejos. La liberacion de los farmacos de platino

conjugados con ligando carboxilato es en gran medida controlada por la concentracion de
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iones cloruro. El cisplatino, por si solo, presenta mayor estabilidad en altas concentraciones de
dicho i6n, como ocurre por ejemplo en el plasma sanguineo, mientras que en los complejos
platino-polimero la presencia de iones cloruro promueve la liberacion del farmaco del
complejo 9. El mecanismo de liberacion del farmaco implica la division en pequefios
complejos de platino de la cadena polimérica principal, bajo condiciones fisiologicas
especificas (°0-52),

Las principales variables a considerar en el disefio de los complejos platino-polimero
son el peso molecular, la densidad de los grupos ligantes, la solubilidad del polimero y la

concentracion del farmaco unido al polimero.

Complejos platino-Dendrimero

Los dendrimeros son polimeros altamente ramificados con distintos grupos funcionales
terminales. Los dendrimeros de poli(amidoamina) (PAMAM) estan disponibles actualmente
en el mercado y han sido investigados como potenciales sistemas vectores para diferentes
farmacos, entre ellos el cisplatino 359, Se ha demostrado que este farmaco puede formar
complejos con grupos carboxilicos y posiblemente con los grupos amino internos %),
presentandose buena capacidad de incorporacién, pero con la presencia de algunos agregados
por el entrecruzamiento de las cadenas poliméricas. Menos del 1% del platino es liberado
después de 72 horas en condiciones que mimetizan el plasma sanguineo. Se ha demostrado
que la liberacion del farmaco se promueve por el aumento en la acidez en el lisosoma,
mientras que en torrente sanguineo, el complejo se muestra estable, siendo de 200 a 500 veces

menos toxico que el cisplatino libre en roedores con tumores solidos. Pellechia y
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colaboradores 7 demostraron la formacion de complejos entre el platino y las aminas
secundarias y terminales en dendrimeros de PAMAM de segunda y cuarta generacion. La
union entre los grupos funcionales de los dendrimeros y el metal presentaba mayor estabilidad
que en dendrimeros de primera generacion, y por ende, la liberacién del farmaco era de

manera mas prolongada.

Sistemas micelares

Los sistemas vectores micelares han sido investigados con la finalidad de incrementar
la solubilidad en agua de compuestos hidrofobicos ©®. Una micela puede ser considerada
como agregados de moléculas de surfactante formados por encima de la concentracion micelar
critica (CMC). En su estructura, en medio acuoso, las micelas presentan una arquitectura
“ntcleo-coraza”. El nticleo se forma con la parte hidrofobica de las moléculas y la coraza se
forma con la parte hidrofilica. Normalmente presentan una morfologia esférica de entre 10 a
100 nm de tamafio, aunque se han reportado micelas tipo “gusano” ©9. Los farmacos
hidrofobicos pueden ser encapsulados en el nucleo de la micela, lo cual mejora en cierta
medida su solubilidad. Sin embargo, en estos sistemas no se puede encapsular moléculas de
caracter hidrofilico. El cisplatino presenta una solubilidad considerable en agua para ser
encapsulado en micelas. Copolimeros de dos bloques Ilamados iondmeros se utilizan para
superar esta limitacion ©%. Estos copolimeros contienen bloques cargados que pueden
reaccionar con moléculas de cargas opuestas, formando complejos capaces de ensamblarse en

el nucleo de la micela. Las propiedades de algunos polimeros usados para la formacion de
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sistemas vectores se controlan mediante la longitud del bloque idnico, la densidad de carga y
la fuerza ionica de la solucion utilizada durante la formacion de las micelas.

Las micelas formadas por polimeros iondmeros son sensibles a los cambios de pH y
concentracion de sal, lo cual permite controlar la liberacion del principio activo, presentandose
un potencial mecanismo de selectividad en la liberacién, ya que esta se llevaria a cabo solo
bajo ciertas condiciones especificas. Los complejos de platino pueden reaccionar con grupos
cargados como los &cidos carboxilicos, los cuales inducen la formacion de micelas con el
complejo platino-polimero formado en el nlcleo. La liberacion de los complejos de platino de
un sistema vector requiere la presencia de agua para lograr hidrolizar el enlace entre el metal y
el polimero, asi como la presencia de iones cloruro para evitar que se forme de nuevo el enlace
platino-polimero.

Se ha estudiado una variedad de copolimeros de blogue formadores de sistemas
micelares “%6162) Se ha encontrado que complejos de platino unidos a poli(acido aspartico)
3860) o poli(acido glutamico) ©V presentan una capacidad de carga de farmaco superior al
40%. Uchino y colaboradores ®2 encontraron que la liberacion de los complejos de platino
depende en gran medida de la concentracion de iones cloruro presentes en el medio, al

formarse complejos micelares.

Sistemas vectores de nanoparticulas y microparticulas poliméricas

La naturaleza quimica de los farmacos de platino hace que sean moléculas con
caracteristicas adecuadas para la formacidn de sistemas vectores poliméricos, en los cuales,

existe una interaccion (formacion de complejo) entre el metal y las cadenas poliméricas.
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La encapsulacion de los farmacos de platino dentro de una matriz de polimero es
complicada desde el punto de vista de solubilidad, sin embargo, se han logrado obtener
sistemas estables por métodos fisicos, ya sea por secado por atomizacion ©%, particion entre
fases 4 o por conjugacion del farmaco con el polimero 59 Sj bien, la encapsulacion tiene
sus desventajas, se han reportado buenos resultados en sistemas de microparticulas a base de
albumina ©, quitosano ®7 y 4cido hialurénico 2, los cuales presentan grupos capaces de
interaccionar con el cisplatino y en los que se han logrado incorporaciones de hasta 20%, 80%
y 66% de CDDP, respectivamente. Microesferas sintetizadas a partir de un copolimero de dos
blogues de poli(acido lactico)-poli(caprolactona), recubiertas con poli(etilén glicol) como
vectores del cisplatino han sido reportados previamente ¢

El quitosano se ha utilizado en la formacion de sistemas tanto de micro como de
nanoparticulas con resultados diversos, caracterizandose por ser sistemas con gran capacidad
de encapsulacion que liberan de manera réapida el principio activo . Se ha logrado obtener
sistemas vectores nanoparticulados de albdmina con resultados de hasta el 50% de
encapsulaciéon con una prolongada liberacion en la arteria hepética, sin embargo, posteriores
estudios demostraron que gran parte del farmaco era liberado durante la solubilizacion del
principio activo antes de la administracion, por lo que este sistema no demostré ser una
alternativa que permitiera reducir la toxicidad del cisplatino . Nanoparticulas de acido
poli(acrilico-co-metil metacrilato) se han sintetizado, demostrando buenos rendimientos de
encapsulacion (cerca del 20 %) y una prolongada liberacion controlada durante 6 dias, la cual
depende en gran medida del grado de difusion del medio acuoso, concentracién de iones

cloruro en la matriz de la nanoparticula y grado de degradacion del polimero 4,
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El Poli (L-glutamato de y-bencilo) como materia prima para formular sistemas vectores

de farmacos

En la actualidad uno de los aspectos mas importantes en la ingenieria de biomateriales
es la biocompatibilidad. Desde ese punto de vista, el interés en los materiales poli(a-amino
acidos) sintéticos se ha incrementado por los investigadores en los Gltimos afios, sobre todo
para posibles aplicaciones en el campo farmacéutico 5457582 E| poli(L-glutamato de -
bencilo) es una poliamida perteneciente a la familia de los materiales poli(a-amino &cidos). En
su estructura, este material presenta propiedades interesantes que hace posible su aplicacion en
la vectorizacion de principios activos. Este polimero presenta en su cadena principal una
funcion amida degradable ). Ademas, tiene grupos amina y carboxilo en los extremos de la
molécula, en los cuales pueden incorporarse moléculas con propiedades y funciones

especificas, como se muestra en la Figura 3 para el caso de la B-ciclodextrina.

0
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Figura 3: Estructura de la molécula del PBLG-B-CD [Martinez Barbosa y colaboradores,
2008].

La molécula del PBLG tiene en sus grupos laterales anillos bencénicos, los cuales
pueden ser desprotegidos quimicamente a fin de incorporar, de igual manera, moléculas

especificas ©.

15



A pesar de las citadas ventajas, el PBLG no ha sido muy utilizado para la preparacion
de sistemas vectores, a diferencia de los polimeros lineales como el &cido poli(lactico-co-
glicélico) y sus copolimeros.

Li y colaboradores “9 sintetizaron sistemas de microesferas de PBLG de 100 a 200 pm
de didmetro, en las cuales encapsularon cisplatino. Encontraron que la viscosidad del solvente
juega un papel importante en la capacidad de incorporacién del farmaco en los sistemas de
macroparticulas, la cual estd ligada a la proporcion de polimero en la sintesis de las
nanoparticulas, con respecto a la concentracion del cisplatino. Mostraron que el incremento en
la concentracion del polimero produce microesferas con una distribucion de farmaco uniforme,
en el que los cristales de cisplatino se encuentran en la matriz de la microesfera. A su vez, el
incremento en la concentracion del polimero promueve un aumento en la eficiencia en la
incorporacion del pricipio activo. Estudios de liberacion in vitro mostraron que las
microesferas con alto contenido de farmaco presentan una liberacion prolongada, en la cual,
menos del 70% del cisplatino era liberado en 120 horas por un proceso de difusion pasiva.

Jeong y colaboradores ®4, obtuvieron sistemas de nanoparticulas modelo “nucleo-
coraza” a partir de un copolimero de bloque de poli(L-glutamato de y-bencilo)-poli(etilén
Oxido) (PBLG-PEO), el primero con caracteristicas hidrofobicas, y el segundo, con caracter
hidrofilico. En las nanoparticulas encapsularon clonazepam, presentando un comportamiento
micelar en el que la concentracion micelar critica esta relacionada con la longitud del
segmento de PBLG, el cual forma el nucleo de la micela donde se encuentra encapsulado el
farmaco. Los valores de la CMC decrecen en los sistemas en los que el segmento hidrofébico
de PBLG es mas extenso con respecto al de PEO. Los sistemas con mayor longitud en el

segmento PBLG presentaron la mayor capacidad de encapsulacion de clonazepam vy la
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liberacion del principio activo fue més prolongada, liberandose menos del 40% del principio
activo en los primeros seis dias del estudio. La liberacion se llevo a cabo por difusion pasiva.
Oh y colaboradores ®) encapsularon adriamicina en nanoparticulas de dibloque
PBLG-PEO, sintetizadas a partir de diferentes proporciones del segmento de PBLG con
respecto al de PEO. Se obtuvieron resultados de liberacion del farmaco del 20% en las
primeras 24 horas de encapsulacion en plasma sanguineo, demostrandose que los sistemas en
donde existia mayor longitud del segmento PBLG se prolongaba el tiempo de liberacion y

existia una mayor encapsulacion de adriamicina (12.6 %).

Las ciclodextrinas y su aplicacion farmacéutica

El estudio de la estructura y las propiedades de las ciclodextrinas inicid desde la
primera mitad del siglo XX ©5 pese a que frecuentemente se piensa que son un NUEVO grupo
de moléculas con aplicaciones farmacéuticas. Sin embargo, no es hasta las Ultimas dos décadas
que la produccion de ciclodextrinas ha aumentado considerablemente debido a los avances en
el campo de la biotecnologia, lo que ha permitido ademéas una reduccion en sus costos de
produccion @), Las ciclodextrinas son utilizadas para incrementar la biodisponibilidad,
estabilidad y solubilidad en medio acuoso de diferentes tipos de moléculas, por lo que son
comunmente utilizadas en la industria de los alimentos, agroquimica, cosmética y
farmacéutica ©®. Desde el punto de vista estructural, las ciclodextrinas son complejos de
oligosacaridos ciclicos con enlaces (a-1-4) de a-D-glucopiranosa, que adoptan una forma de
cono truncado hueco, la cual presenta unos bordes hidrofilicos y una cavidad hidrofobica,

como se muestra en la Figura 4 €687,
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Figura 4: A) Estructura de la molécula de B-ciclodextrina. B) Representacion espacial de la
molécula de B-ciclodextrina. C) Representacion de la inclusion de una molécula modelo

(aspirina) en la cavidad hidrofobica de la B-ciclodextrina [Loftsson y colaboradores, 1996].

Las ciclodextrinas pueden incorporar diferentes compuestos poco polares, entre ellos,
moléculas con actividad farmacoldgica ©58). Su morfologia se debe a la falta de rotacion en
los enlaces que unen las unidades de glucopiranosa. Debido a las caracteristicas de su
estructura, los grupos hidroxilo primarios se localizan en el lado més estrecho de la estructura
toroidal, mientras que los grupos hidroxilo secundarios, se encuentran en el borde méas ancho.
Las ciclodextrinas mas comunes son la a-ciclodextrina, p-ciclodextrina y la y-ciclodextrina,
las cuales consisten en seis, siete y ocho unidades de glucopiranosa respectivamente @687,
Hasta el momento no se han reportado ciclodextrinas que presenten menos de seis unidades de
glucopiranosa debido a factores estéricos, sin embargo, se han sintetizado ciclodextrinas que
contienen de nueve a trece unidades.

Los puntos de fusion de los tipos mas comunes de ciclodextrinas varian de 240 °C a

265 °C, consistentes con su estructura cristalina estable.
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Como se menciond anteriormente, estas moléculas han sido reconocidas como vectores
con potenciales aplicaciones en la industria farmacéutica, dado que tienen la capacidad de
formar complejos de inclusion en su cavidad central hidrofobica. Dichos complejos no
covalentes ofrecen una variedad de ventajas fisico-quimicas sobre las moléculas del farmaco
sin complejar, como por ejemplo, el incremento en la solubilidad en agua y el aumento en la
estabilidad en solucion ©6-89),

Las ciclodextrinas, en particular la B-ciclodextrina, tienen una solubilidad limitada en
agua (18.6 g/L a 25°C) comparada con la de los azlcares aciclicos (2000 g/L para la sucrosa a
25°C). Esta pobre solubilidad puede explicarse debido a las fuertes uniones entre las
moléculas que conforman su estructura. La sustitucion de los grupos OH secundarios por
grupos metoxi 6 etoxi, da como resultado un aumento considerable en la solubilidad de la -
ciclodextrina en medio acuoso, el cual se debe a la transformacion de la estructura cristalina en
mezclas amorfas de isomeros derivados.

La cavidad central de las moléculas de ciclodextrina estd compuesta por un esqueleto
de carbonos y oxigenos etéreos provenientes de los residuos de glucosa que conforman la
molécula, presentando un comportamiento hidrofobico. La polaridad de la cavidad provee de
un microambiente apropiado para la inclusion de moléculas hidrofébicas, formando uniones
no covalentes, en el que la cantidad de principio activo no incorporado se encuentra en
equilibrio con el que se encuentra dentro de la cavidad ©8#, Las fuerzas que intervienen en la
formacion de los complejos de ciclodextrina incluyen fuerzas de Van der Walls, transferencia
de carga, puentes de hidrégeno y liberacion de moléculas de agua de la cavidad 6%, La
determinacion de la estequiometria del complejo formado, asi como sus constantes de

estabilidad se lleva a cabo mediante la observacion de cambios en propiedades fisico-quimicas
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tales como la solubilidad, absorbancia UV-Vis, retencion del principio activo, reactividad
quimica, entre otras ®%, con lo cual se puede determinar a su vez las constante de equilibrio
(Kc) o de disociacion (Kd).

Existen varios métodos para la preparacion de complejos de ciclodextrinas con
moléculas modelo, entre ellos se encuentran el método de solucién, co-precipitacion,
neutralizacion, suspension, molienda, entre otros ©®. En solucion, los complejos de
ciclodextrinas se preparan mediante la adicion de cantidades en exceso de moléculas modelo a
soluciones acuosas de ciclodextrina.

Se ha estudiado la utilizacion de ciclodextrinas a fin de incrementar la eficiencia de
encapsulacion de farmacos en sistemas vectores a base de liposomas y microparticulas ©2. Sin
embargo, la actividad conjunta de sistemas de nanoparticulas poliméricas y moléculas de
ciclodextrinas, presenta una alternativa aun mas interesante. Esto debido a que, primeramente,
los sistemas de nanoparticulas presentan una mayor estabilidad en comparacion a los
liposomas. Comparado con las microparticulas, los sistemas de nanoparticulas presentan una
mayor area superficial, permitiendo un mejor contacto con las membranas bioldgicas y
promoviendo un aumento en la biocompatibilidad. Son en particular interesantes los estudios
que se han realizado con ciclodextrinas y nanoparticulas de poli(alquil cianoacrilatos), dado
que dichos polimeros presentan alta biodegradabilidad y procesos de polimerizacion simples
2)_ Se logré demostrar que la presencia de moléculas de ciclodextrinas promueve un aumento
en la solubilidad e incorporacion de moléculas de esteroides tales como la progesterona en

sistemas de nanoparticulas de poli(isobutil cianoacrilato) 2.
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Capacidad de encapsulacion y liberacion de principios activos por los sistemas
vectores

Para conocer la eficiencia y la viabilidad de un sistema vector, se debe tener la
capacidad de cuantificar la cantidad de farmaco que se logra incorporar, ya que, hasta nuestros
dias, no existe un sistema que sea capaz de encapsular la totalidad del principio activo durante
la sintesis del vector.

Los sistemas vectores de farmacos a base de polimeros biodegradables pueden
clasificarse en cuatro diferentes categorias, como lo son los sistemas controlados por difusion,
sistemas controlados quimicamente, sistemas activados por solvente y sistemas controlados
magnéticamente. Los sistemas controlados por difusién pueden incluir sistemas de reservorio
y sistemas matriz. EI primer tipo de sistema se basa en una membrana polimérica, la cual
rodea a un nacleo contenedor del principio activo, mientras que el segundo estd basado en una
matriz polimérica, en la cual, el farmaco se encuentra distribuido homogéneamente. En ambos
casos, la liberacion del farmaco inclusionado se lleva a cabo por un proceso de difusion pasiva
(considerando la posible liberacion abrupta del farmaco debido a la ruptura de la envoltura
polimérica).

Los sistemas controlados quimicamente incluyen conjugados de las moléculas del
farmaco con las moléculas del polimero que conforman el sistema vector. La liberacién del
farmaco se lleva a cabo rompiendo el enlace farmaco-polimero, ya sea mediante un proceso de
hidrolisis o por accion enzimatica (dicho proceso se lleva a cabo dentro del medio biologico

en el cual se pretende vectorizar el principio activo).

21



Los sistemas activados por solventes pueden ser controlados tanto por hinchamiento
como por 6smosis. Los primeros son sistemas basados en el entrecruzamiento de cadenas de
polimero hidrofilico, las cuales tienen la capacidad de absorber grandes cantidades de agua sin
disolverse. El intercambio de moléculas de agua dentro del sistema permite que las moléculas
del fa&rmaco sean liberadas. Los sistemas controlados por 6smosis se basan en un dispositivo
que contiene una membrana semipermeable a través de la cual se lleva a cabo un flujo de
solvente hacia una cdmara con alto contenido de farmaco. La velocidad en la liberacion del
principio activo se basa en la concentracion de las moléculas del mismo, y en la velocidad de
intercambio entre las moléculas del solvente con las del farmaco.

Finalmente, los sistemas controlados magnéticamente se obtienen mediante la
combinacion de sistemas particulados a partir de polimeros biodegradables y materiales
magnéticos. Debido a las propiedades presentes en esta clase de sistemas, el movimiento de
los mismos puede ser controlado dentro del organismo mediante la aplicacion de un campo
magnético. Los sistemas empleados hasta el momento se basan en la utilizacién de particulas
de hierro, cobalto y niquel, principalmente. La estrategia mas utilizada para la obtencion de un
sistema vector controlado magnéticamente se basa en la utilizacion de polimeros denominados
inteligentes, los cuales son sensibles y presentan determinadas respuestas a estimulos externos,
como cambios de temperatura o pH ©3),

La eficiencia de encapsulacion suele representarse con porcentajes, denominados
parametros de encapsulacion, comdnmente Ilamados porcentaje de encapsulacion y porcentaje
de eficiencia. Si bien, la exposicion de resultados en porcentajes es comun, también existen
modificaciones a los parametros mencionados, o en su defecto, también los resultados pueden

ser expresados en unidades de concentracién, esto es, evaluando la concentracién del farmaco
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ya incorporado al vector con respecto a la cantidad de polimero que se emplea para
sintetizarlo. La cuantificacion del principio activo depende del tipo de farmaco encapsulado.
Li y colaboradores “® incorporaron cisplatino en microesferas de PBLG. Se conoce que este
farmaco presenta un maximo de absorcion a los 310 nm en el espectro UV-Vis. Habiendo
realizado previamente una curva de calibracion, determinaron parametros de “encapsulacion
final del farmaco” y “eficiencia en la incorporacion”, disolviendo el producto liofilizado de las
microesferas en DMF y obteniendo el espectro por la técnica UV-Vis.

Jeong y colaboradores @ sintetizaron micelas de PBLG-PEO, encapsulando
clonazepam. Para la cuantificacion del farmaco, las micelas liofilizadas fueron suspendidas en
metanol, centrifugandose a 12000 rpm. La cantidad de principio activo fue cuantificado en el
sobrenadante, obteniéndose el espectro UV-Vis, conociendo que el clonazepam presenta un
méaximo a los 309 nm. Con ello obtuvieron el porcentaje de encapsulacién y el porcentaje de
eficiencia.

Se han sintetizado nanoparticulas de poli(acido y-glutamico)-poli(lactico) cargadas con
paclitaxel ©¥, obteniéndose de igual forma parametros de porcentaje de encapsulacion y
porcentaje de eficiencia por la técnica de HPLC, monitoreandose la columna con un detector
UV-Visa 227 nm.

Avgoustakis y colaboradores @9 sintetizaron nanoparticulas de poli(lactico-co-
glicélico)-monometoxi poli(entilén glicol) encapsulando cisplatino. Determinaron porcentaje
de encapsulacion mediante un método directo y uno indirecto de cuantificacion. En el método
directo, nanoparticulas liofilizadas fueron disueltas en DMF. El contenido de farmaco fue

determinado a 310 nm por la técnica de UV-Vis. En el método indirecto las nanoparticulas
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fueron centrifugadas a 28000 rpm y el sobrenadante se estudié por espectroscopia de
absorcién atdbmica, midiendo la absorcién a 269 nm.

Nanoparticulas de silica funcionalizadas con cisplatino fueron analizadas mediante su
actividad en condrocitos ®. Se llevé a cabo una estimacion del farmaco, midiendo la cantidad
de platino presente en plasma sanguineo mediante la técnica espectrometria de masas de
plasma acoplado.

De manera general, los parametros de encapsulacion podrian representarse de la

siguiente manera:

Peso del farmaco x 100 % ec. 1
Peso total de las nanoparticulas

% Encapsulacion=

Peso del farmaco X 100 % ec. 2

% Eficiencia= — -
Peso inicial del farmaco

Determinacion de perfil de liberacién

Es de gran importancia que los sistemas vectores tengan la capacidad de liberar de
manera controlada el principio activo. La determinacion del perfil de liberacion se lleva a cabo
generalmente en medios que intentan mimetizar condiciones fisiolOgicas, esto es, a
determinados valores de pH, concentracién de iones, en la presencia de proteinas y otras

biomoléculas. El perfil de liberacion muestra como cambia la concentracién del farmaco
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liberado con respecto al tiempo, iniciando con variaciones notables a tiempos cortos (efecto
Burst), para que finalmente se alcance una concentracion estable en tiempos largos.

Li y colaboradores ) determinaron el perfil liberacion de cisplatino de su sistema de
microesferas de PBLG en medio buffer de fosfato a pH 7.4. ElI medio con las particulas se
centrifugd y el sobrenadante se analiz6 por UV-Vis. A su vez también determinaron el perfil
de liberacion del farmaco en plasma canino a 37°C a fin de determinar si la presencia de
biomoléculas presentaba alguna injerencia en la liberacion. Los estudios llevados a cabo en
medio buffer mostraron que los sistemas de microesferas en los cuales presenta una mayor
encapsulacién de CDDP (44%), muestran liberaciones méas prolongadas. En dichos sistemas,
solo el 9.8% del farmaco es liberado en las primeras tres horas del estudio. Por otra parte,
sistemas de microesferas con encapsulacién de CDDP de hasta el 21.5%, presentan tasas de
liberacion de principio activo de 46.3% en las primeras tres horas del estudio. Estas
diferencias se atribuyen al tipo de inclusion del farmaco en el sistema. Las moléculas de
CDDP presentes en la matriz de la particula, se liberarian por difusion pasiva de manera mas
lenta en comparacion con las adsorbidas en la superficie de la misma. En la determinacion del
perfil de liberacion del farmaco en plasma canino, los resultados son muy similares a los
obtenidos en PBS, con lo cual se demostrd que la presencia de biomoléculas en el medio no
presentd injerencia en el perfil de liberacion de CDDP.

Jeong y colaboradores ®4 determinaron el perfil de liberacion de clonazepam de
sistemas micelares de PBLG-PEO en buffer de fosfato, utilizando una membrana de dialisis a
fin de separar el medio en el que se encuentran las micelas del medio externo en donde el
farmaco es liberado. EI volumen de micelas que se extrajo para la medicion en UV-Vis se

remplazé por medio buffer fresco a fin de evitar saturacion de clonazepam.
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El perfil de liberacion de un sistema de nanoparticulas de poli(acido y-glutdmico)-
poli(lactico) encapsulando paclitaxel se obtuvo en buffer PBS ©4. El medio con las
nanoparticulas se centrifug6 a fin de separar el sobrenadante, el cual se liofiliz6 y el producto
se disolvié en una mezcla de etanol-agua. La concentracion de paclitaxel se determiné a
distintos intervalos de tiempo utilizando HPLC.

Avgoustakis y colaboradores % cuantificaron la persistencia en sangre de
nanoparticulas de PLGA-mPEG encapsulando cisplatino, en modelos murinos BALB/c. Las
muestras de sangre se obtuvieron por puncion cardiaca, después se liofilizaron y el contenido

de platino se obtuvo por fluorescencia de rayos X.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Desarrollar y caracterizar una formulacion de un farmaco anticancerigeno en

nanoparticulas poliméricas a base de PBLG-B-ciclodextrina.

Objetivos Particulares

Sintetizar y caracterizar nanoparticulas poliméricas conteniendo PBLG-B-CD-50 por
las técnicas de microscopia electronica de transmision (MET), Potencial Z y dispersion
dindmica de luz (DLYS).

Estandarizar la técnica de nanoprecipitacion para optimizar la encapsulacion del cis-
diaminodicloroplatino 11 (cisplatino, CDDP) en los sistemas de nanoparticulas

poliméricas conteniendo PBLG-B-CD-50.

Determinar el porcentaje de encapsulacion y la eficiencia de encapsulacion del farmaco

cisplatino en nanoparticulas poliméricas conteniendo PBLG-B-CD-50.

Obtener el perfil de liberacion del farmaco cisplatino en la formulacion de
nanoparticulas poliméricas conteniendo PBLG-B-CD-50.
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MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Poli(L-glutamato de y-bencilo) PM=45000 g/mol (sintetizado por la Dra. Maria Elisa
Martinez Barbosa y col. ¢4

Poli(L-glutamato de y-bencilo)-b-Poli(etilén glicol) PM= 51000 g/mol (sintetizado por
la Dra. Maria Elisa Martinez Barbosa y col. 4)

Poli(L-glutamato de y-bencilo) PM=32000 g/mol (sintetizado por estudiantes de la
Facultad de Farmacia Université Paris-Sud 11)

cis-diaminodicloroplatino Il (cisplatino, CDDP) (Sigma-Aldrich)

OPDA (Sigma-Aldrich)

THF (Sigma-Aldrich)

DMF (Fluka)

Agua deionizada (Mili Q)

Solucién Buffer de fosfato pH 7.4 (Sigma-Aldrich)

Poloxamer 188 (Lutrol ©)

Cloruro de sodio (Sigma-Aldrich)

Acido trifluoroacético (Sigma-Aldrich)

Acido fosfottngstico (Sigma-Aldrich)
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Equipos

Balanza analitica, Olaus y Sartorius. DIPM-UNISON.

Deionizador de agua, Mili Q. DIPM-UNISON.

Placa de agitacion, Barnstead thermolyne. DIPM-UNISON.

Ultracentrifuga, LE-80 K Beckman Coulter. Facultad de Farmacia, Université Paris-
Sud 11.

Espectrofotémetro, Perkin ElImer UV/visible Lambda 2. DIPM-UNISON.
Espectrofotometro, Perkin Elmer UV/visible Lambda 25. Facultad de Farmacia,
Université Paris-Sud 11.

Liofilizador, Labconco FreeZone, DCQB-UNISON.

Liofilizador, Labconco FreeZone, DIPM-UNISON.

Liofilizador, Alpha 1-2/LD plus. Facultad de Farmacia Université Paris-Sud 11.
Equipo de dispersion de luz, Malvern Zetasizer Nano ZS. Facultad de Farmacia
Université Paris-Sud 11.

Microscopio electronico de transmision, JEOL JEM-2010F. Université Paris-Sud 11-
Orsay.

Microscopio electrénico de transmision, JEOL JEM-2010F. Universidad de Sonora.
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Meétodos

Estudio de solubilidad del CDDP

Se pesaron 2.5 mg de CDDP en distintos viales, a los cuales se les afiadié un volumen
de 5 mL de THF, DMF y agua deionizada por separado. Después de 24 horas en agitacion
magnética, cada vial se calentd en 5 ocasiones a 100°C durante 30 minutos en agitacion

magnética constante, a fin de promover la disolucién.

Sintesis de las nanoparticulas poliméricas de PBLG-derivados/CDDP

En la Tabla 1 se muestran los parametros modificados en la sintesis de los diferentes
sistemas nanoestructurados preparados durante este trabajo. Dicha sintesis se llevo a cabo por
el método de nanoprecipitacion ©®, ligeramente modificado por Martinez Barbosa ¢4, el cual
consiste en lo siguiente: una cantidad de polimero se disolvi6 en un solvente miscible en agua
(DMF 6 THF) a 30°C. La solucion de polimero se vertié lentamente en una solucion acuosa
con 0.125% de poloxamer 188. La formacion de las nanoparticulas se llevd a cabo en
agitacion magnética constante. Posteriormente, el solvente se elimind, con lo que se obtuvo
una suspension coloidal de nanoparticulas poliméricas en suspension acuosa, conteniendo el
farmaco anticancerigeno cisplatino. La incorporacion del farmaco al sistema se llevo a cabo de
diferentes formas (ver Tabla 1). Para eliminar el CDDP no incorporado, las nanoparticulas se

filtraron en filtros Millipore de 0.45 um de poro. Posteriormente se llevd a cabo una
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purificacion del sistema de nanoparticulas en suspension acuosa (ver Tabla 1). Finalmente, las

nanoparticulas se almacenaron a 4°C para futuros estudios.

Tabla 1: Condiciones de sintesis de las nanoparticulas de PBLG-Bnz-32, PBLG-Bnz-50 y

PBLG-B-CD-50 conteniendo CDDP y sus respectivos sistemas blancos

Conc. CDDP

Sistema Polimero Solvente Eliminacion Purificacion . Conc.
del incorporado
: del solvente
polimero en
1 PBLG-Bnz-50 3 mg/mL THF Evaporacién Dialisis H.0 1.5 mg/mL
2 PBLG-Bnz-50 3 mg/mL THF Evaporacion Didlisis THF 1.5 mg/mL
L Ultra
3 PBLG-Bnz-32 3 mg/mL THF Evaporacion . - - -
centrifugacion
4 PBLG-Bnz-32 3 mg/mL DMF Didlisis Didlisis - -
5 PBLG-3-CD-50 3 mg/mL THF Evaporacién Ultra - -
centrifugacién
6 PBLG-Bnz-32 3 mg/mL THF Evaporacién Ultra H.0 8 ng/mL
centrifugacion
7 PBLG-Bnz-32 3 mg/mL DMF Dialisis o DMF 8 pg/mL
Didlisis
8 PBLG-3-CD-50 3 mg/mL THF Evaporacién Ultra H.0 8 ug/mL

centrifugacion
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Obtencion de una curva de calibracion de CDDP en DMF

Se prepard una solucion madre de CDDP en DMF a una concentraciéon 3 mg/mL, a
temperatura ambiente. A partir de dicha solucion se obtuvieron diluciones a concentraciones:
2.5 mg/mL, 2.0 mg/mL, 1.5 mg/mL, 1.0 mg/mL y 0.5 mg/mL. De estas soluciones se
obtuvieron espectros UV-Vis en un rango de 190 nm a 500 nm a temperatura ambiente
utilizando un espectrofotometro Perkin Elmer UV/visible Lambda 2, empleando DMF como

blanco.
Obtencion de una curva de calibracion de CDDP-OPDA en DMF

Se obtuvo una curva de calibracion de complejos de CDDP-OPDA utilizando el
método descrito por Golla y colaboradores ©7). Se prepar6 una solucién madre de CDDP en
DMF, de concentracion 2.09 mg/mL a temperatura ambiente. A partir de dicha solucion se
prepararon disoluciones a concentraciones: 1.025 pg/mL, 2.05 pug/mL, 4.1 pg/mL, 8.2 pg/mL
y 16.4 pg/mL. A cada solucion de CDDP se le afiadio 1 mL de solucién OPDA en DMF (10
mg/mL). Cada mezcla se calentd en bafio de agua a 100°C durante 10 minutos. Posteriormente,
las mezclas se introdujeron en bafio de hielo durante 10 minutos. Se obtuvieron espectros UV-
Vis en un rango de 250 nm a 850 nm de cada solucion, a temperatura ambiente, empleando
DMF como blanco. Las concentraciones finales de los complejos CDDP-OPDA que se usaron
en la curva de calibracion fueron: 0.5125 pg/mL, 1.025 pg/mL, 2.05 pg/mL, 4.1 pg/mL y 8.2

pg/mL. El complejo CDDP-OPDA presenta un maximo de absorcién a los 707 nm.
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Determinacion del porcentaje de encapsulacion de cisplatino
Método 1

Las nanoparticulas poliméricas previamente congeladas a -80°C durante 12 horas, de
los sistemas 1 y 2 (ver Tabla 1), se liofilizaron durante 7 horas en un equipo Labconco
FreeZone. Las nanoparticulas liofilizadas se redisolvieron en un volumen de 2 mL de DMF a
temperatura ambiente. La cantidad de cisplatino presente en las muestras se determind
midiendo la absorbancia a 310 nm a temperatura ambiente, utilizando la curva de calibracion
de concentraciones conocidas de cisplatino en DMF. El equipo utilizado fue un
espectrofotometro Perkin Elmer UV/visible Lambda 2, utilizando DMF como blanco. El
experimento se llevé a cabo por triplicado. El porcentaje de encapsulacion se calculé mediante

la ecuacion 1.
Meétodo 2

Los sistemas del 3 al 8 de nanoparticulas poliméricas (ver Tabla 1), previamente
congeladas con ayuda de nitrogeno liquido, se liofilizaron durante 24 horas en un instrumento
Alpha 1-2/LD plus. Posteriormente las nanoparticulas liofilizadas se redisolvieron en un
volumen de 1 mL de DMF. A cada solucién de nanoparticulas se le afiadié 1 mL de solucion
de OPDA en DMF (10 mg/mL). Cada mezcla se calentd en bafio de agua a 100°C durante 10
minutos. Posteriormente, las mezclas se introdujeron en bafio de hielo durante 10 minutos, a
fin de detener la reaccion. La cantidad de cisplatino presente en las muestras se obtuvo
determinando la absorbancia a 707 nm a temperatura ambiente, utilizando una curva de

calibracion de concentraciones conocidas del complejo CDDP-OPDA en DMF. El equipo
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utilizado fue un espectrofotdmetro Perkin Elmer UV/visible Lambda 25, utilizando DMF
como blanco. El experimento se llevd a cabo por triplicado. Se obtiene el porcentaje de

encapsulacion mediante la ecuacion 1.
Determinacion del porcentaje de rendimiento del método de nanoprecipitacion

El porcentaje de rendimiento del metodo nanoprecipitacion se determind de la
siguiente manera: se llevd a cabo una determinacion de CDDP en los sobrenadantes del
sistema 6, por triplicado. Después de la centrifugacion, 2 mL de sobrenadante se liofilizaron
durante 20 horas en un instrumento Alpha 1-2/LD plus. El residuo s6lido de los sobrenadantes
se redisolvio en 1.5 mL de DMF, a temperatura ambiente. Posteriormente, se afiadié 1.5 mL
de solucion de OPDA en DMF (10 mg/mL). Cada mezcla se calentd en bafio de agua a 100°C
durante 10 minutos. Posteriormente, las mezclas se introdujeron en bafio de hielo durante 10
minutos. La cantidad de cisplatino presente en las muestras se obtuvo determinando la
absorbancia a 707 nm a temperatura ambiente, utilizando una curva de calibracion de
concentraciones conocidas del complejo CDDP-OPDA en DMF. El instrumento utilizado fue

un espectrofotémetro Perkin EImer UV/visible Lambda 25, utilizando DMF como blanco.
Determinacion de la cantidad 6ptima de farmaco CDDP a vectorizar

Se prepararon siete soluciones de polimero en THF, en las cuales se disolvieron 15 mg
de PBLG-Bnz-32 en THF. Cada solucion fue transferida lentamente a 10 mL de solucién
acuosa de cisplatino con 0.125 % de poloxamer 188. Las concentraciones de cisplatino fueron
de 5 pg/mL, 10 pg/mL, 16.6 pg/mL, 40 pg/mL, 60 pg/mL, 80 pg/mL y 100 pg/mL,

respectivamente. El polimero se precipito en agitacibn magnética. Posteriormente, el solvente
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de cada preparacion se evaporo en una superficie de teflon, con ayuda de aire comprimido.

Finalmente, las nanoparticulas se filtraron en filtros Millipore de 0.45 um.

Para eliminar el principio activo no incorporado, 3.9 mL de cada suspension de
nanoparticulas obtenidas se centrifugaron a 40000 r.p.m. por 1 hora a 4°C, en una
ultracentrifuga Beckman Coulter LE-80 K, retirando el sobrenadante. Finalmente, las

nanoparticulas se almacenaron a 4°C para futuros estudios.
Efecto del NaCl sobre la encapsulacion

Se prepararon cinco soluciones de polimero en THF, en las cuales se disolvieron 15 mg
de PBLG-Bnz-32 en THF. Cada solucion fue transferida lentamente a 10 mL de una solucién
acuosa de cisplatino (80 pug/mL) con 0.125 % de poloxamer 188. Las concentraciones de NaCl

en la fase acuosa fueron de 37.5 pg/mL, 75 pg/mL, 150 pg/mL, 300 pg/mL y 600 pg/mL.
Efecto del pH sobre la encapsulacion

Se prepararon tres soluciones de polimero en THF, en las cuales se disolvieron 15 mg
de PBLG-Bnz-32 en THF. Cada solucion fue transferida lentamente a 10 mL de una solucién
acuosa de cisplatino (80 pg/mL) con 0.125 % de poloxamer 188. Se afadieron las siguientes

cantidades de acido trifluoroacético (ATF) a la fase acuosa: 0.25mL, 0.5 mL y 1 mL.
Estudio de liberacién de cisplatino in vitro

El perfil de liberacién se obtuvo por el método de ultracentrifugacion. Para ello, 6
alicuotas de 1 mL de suspensién de nanoparticulas del sistema 6 y sistema 8 se incubaron por

separado a 37°C en un volumen de 1 mL de buffer de fosfato salino (PBS, pH 7.4). En
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intervalos de tiempo de 1, 2, 3, 4, 25 y 25 horas, las nanoparticulas en el medio buffer se
centrifugaron a 40000 r.p.m. por 1 hora a 4°C, en una ultracentrifuga Beckman Coulter LE-80
K. Posteriormente se extrajo el sobrenadante y este se transfiri6 a 2 mL de una solucion de
OPDA en DMF (10 mg/mL). La solucion se introdujo en bafio de agua a 100°C durante 10
minutos. Después, la solucion se introdujo en hielo por 10 minutos, para posteriormente
determinar la absorbancia a 707 nm a fin de conocer la concentracion de cisplatino presente,
utilizando una curva de calibracion de concentraciones conocidas de cisplatino-OPDA en
DMF. El instrumento utilizado para la medicion fue un espectrofotometro Perkin Elmer
UV/visible Lambda 25, tomando como blanco DMF. El experimento se llevé a cabo por

triplicado.
Determinacion del potencial Z

El potencial Z de las nanoparticulas poliméricas en suspension acuosa se determind
por la técnica de microelectroforesis. El equipo utilizado para la determinacién fue un Malvern
Zetasizer Nano ZS. Para este estudio, 5 gotas de suspension de nanoparticulas, se diluyeron en

un volumen de agua desionizada. La medicion se llevé a cabo por triplicado.
Determinacion del diametro hidrodinamico

El didametro hidrodindmico de las nanoparticulas poliméricas en suspensién acuosa se
determind mediante la técnica de dispersién dinamica de luz. El equipo utilizado en la
determinacion fue un Malvern Zetasizer Nano ZS. Para este estudio, 5 gotas de suspension de
nanoparticulas, se diluyeron en un volumen de agua desionizada. La medicion se llevo a cabo

por triplicado en ambos estudios.
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Microscopia Electronica de Transmision

El tamafio y la morfologia de las nanoparticulas poliméricas, se caracterizaron
mediante MET. Las nanoparticulas se observaron después de una tincion negativa. Para ello, 5
uL de nanoparticulas se depositaron en una rejilla de cobre cubierta con carbono-formvar
durante 5 minutos. Posteriormente se retird el exceso y se realizd la tincion negativa
agregando una gota de &cido fosfotingstico al 1%, la muestra se dejo secar a temperatura
ambiente. Despues, la rejilla se conservo bajo vacio durante 12 horas. Finalmente se observo a
través del microscopio electronico de transmision JEOL JEM-2010F. Nota: La muestra F se
observo en el Laboratorio de Microscopia de la Universidad de Sonora para la cual la muestra

fue depositada sobre una rejilla de carbono (sin la pelicula de Formvar).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Estudio de solubilidad del CDDP

Los resultados de las pruebas de solubilidad se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2: Solubilidad del CDDP en diferentes solventes.

Concentracion de Solvente Soluble
CDDP (mg/mL)
0.5 DMF Si
0.5 THF No
0.5 Agua Si

El farmaco se disolvi6 tanto en DMF como en agua, siendo insoluble en THF. Estos
resultados confirmaron otros reportados previamente ©% %) |os cuales permitieron determinar
las condiciones de sintesis de las nanoparticulas poliméricas a fin de efectuar estudios de

encapsulacién de CDDP.

Sintesis de las nanoparticulas poliméricas de PBLG-derivados/CDDP y

caracterizacion por DLS y Potencial Z

En la Tabla 3 se muestran los diametros hidrodindmicos y el potencial Z para los

diferentes sistemas sintetizados.
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Tabla 3: Caracterizacion de los sistemas de nanoparticulas poliméricas de PBLG-Bnz-32 y

PBLG-B-CD-50. La mediciones de DLS y potencial Z se llevaron a cabo a un angulo de

incidencia de 90° a 25°C. Equipo: Malvern Zetasizer Nano ZS, n= 3.

Sistema Diémet-ro fn.dice d-e Potencial Z(mV) D.E.
Hidrodinamico (nm) Polidispersidad

3 70 0.069 -17.1 13.3
4 75 0.135 -17.3 8.4
5 70 0.081 -12.7 15.8
6 110 0.114 -3.69 7.62
7 63 0.143 -14.18 12.47
8 107 0.206 -9.30 10.71

Los resultados muestran la obtencion de nanoparticulas de didmetros hidrodinamicos

de alrededor de 70 nm para los sistemas 3, 4, 5y 7, y de alrededor de 110 nm para los

sistemas 6 y 8.

Los resultados de didmetro hidrodindmico y potencial Z (con diferentes valores de

desviacion estandar) de los sistemas 3, 4, 5y 7 son similares a los reportados previamente por

Martinez Barbosa y colaboradores 6). Dichos resultados se obtuvieron utilizando los equipos

Nanosizer Coulter N4 Plus y Zetasizer 4, para cada estudio, respectivamente. Los valores de

diametro hidrodinamico obtenidos previamente por Martinez Barbosa y colaboradores para las

suspensiones de nanoparticulas de PBLG-Bnz-50 y PBLG-B-CD-50, fueron 68+25 y 58+19

nanémetros, respectivamente.
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Los valores de potencial Z reportados por Martinez Barbosa y colaboradores @),
corresponden a -6.6+1.1 mV y -8.4+£1.2 mV para las suspensiones de PBLG-Bnz-50 y PBLG-
-CD-50, respectivamente. Las variaciones en el valor del potencial Z obtenidos en el presente
estudio y los reportados previamente pueden deberse a diferencias en la precision de los
equipos. Sin embargo, en ambos estudios la magnitud del potencial Z obtenido es negativa, lo
cual concuerda con el resultado esperado, considerando la carga negativa del PBLG vy
derivados. Martinez Barbosa y colaboradores **. Sin embargo, debido a las altas desviaciones
estandar obtenidas en el presente estudio de potencial Z, los resultados obtenidos deben

tomarse con reserva, y se sugiere que dichos estudios deben llevarse a cabo nuevamente.

Estandarizacidn y evaluacion las condiciones de encapsulacion del cis-
diaminodicloroplatino(ll) en los sistemas de nanoparticulas poliméricas conteniendo

PBLG-B-CD-50

Primero, se llevaron a cabo estudios para evaluar la posibilidad de vectorizar al CDDP
en nanoparticulas poliméricas de PBLG-Bnz-50 (sistemas 1 y 2 - Tabla 1), utilizando el
método de nanoprecipitacion.

En la Figura 5 se muestran los espectros de absorcion UV-Vis del CDDP disuelto en
DMF a diferentes concentraciones, donde se puede observar un maximo de absorcion a los
310 nm, como se describe en la literatura @9, Posteriormente se llevé a cabo una curva de
calibracion con los valores de concentraciones conocidas de CDDP en DMF contra
absorbancia a 310 nm, a fin de realizar estudios cuantitativos, la cual se muestra en la Figura

6.
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Figura 5: Espectros UV-Vis de CDDP disuelto en DMF a diferentes concentraciones. Equipo:

Perkin Elmer UV/visible Lambda 2.
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Figura 6: Curva de calibracion de solucion de CDDP en DMF. Equipo: Perkin Elmer

UV/visible Lambda 2.
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En las Figuras 7 y 8 se muestran los espectros UV-Vis obtenidos para el PBLG-Bnz-50

y el PBLG-B-CD-50 en disolucion en DMF, respectivamente.
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Figura 7: Espectro UV-Vis del

Lambda 2.

PBLG-Bnz-50 en DMF. Equipo: Perkin Elmer UV/visible
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Figura 8: Espectro UV-Vis del PBLG-B-CD-50 en DMF. Equipo: Perkin Elmer UV/visible

Lambda 2.
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Los resultados concuerdan con otros obtenidos anteriormente, en los cuales se reporté
un maximo de absorcion a los 264 nm tanto para el PBLG-Bnz-50, como para el PBLG-B-CD-
50 en disolucion.

En la Figura 9 se muestra el espectro UV-Vis del tensoactivo poloxamer 188 disuelto

en DMF, el cual presenta maximos de absorcion a los 261 nm y 263 nm.
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Figura 9: Espectro UV-Vis del Poloxamer 188 en DMF. Equipo: Perkin Elmer UV/visible

Lambda 2.

En la Figura 10 se muestra el espectro UV-Vis de todos los componentes del sistema

de PBLG-Bnz-50, CDDP y poloxamer 188 disueltos en DMF, y en la Figura 11 el espectro

del sistema de PBLG-B-CD-50, CCDP y poloxamer 188, también disueltos en DMF.
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Figura 10: Espectro UV-Vis del sistema CDDP + PBLG-Bnz-50 + Poloxamer 188 en DMF.

Equipo: Perkin EImer UV/visible Lambda 2.
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Figura 11: Espectro UV-Vis del sistema CDDP + PBLG-B-CD-50 + Poloxamer 188 en DMF.

Equipo: Perkin EImer UV/visible Lambda 2.
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Se puede observar en las Figuras 10 y 11 que los espectros muestran los maximos de
absorcion del polimero a 264 nm y del CDDP a 310 nm, con lo cual se pudo comprobar que ni
el polimero (PBLG-Bnz-50 o PBLG-B-CD-50) ni el poloxamer 188, interfiere con la sefial a
310 nm, correspondiente al CDDP.

La Figura 12 muestra el espectro UV-Vis correspondiente al sistema 1 de

nanoparticulas.
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Figura 12: Espectro UV-Vis del sistema 1 de nanoparticulas poliméricas. Equipo: Perkin

Elmer UV/visible Lambda 2.

En el espectro obtenido (Figura 12) no se observé el maximo de absorcion a 310 nm, lo
cual pudiera indicar que no se logr6é una incorporacion de CDDP en el sistema, o que el
método de cuantificacion no tuvo la sensibilidad para detectar la concentracion del farmaco
encapsulado. Debido a este inconveniente se opté por hacer cambios en el protocolo de

sintesis de las nanoparticulas, sin cambiar el método de nanoprecipitacion. La modificacion
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consistié en suspender el CDDP en THF para posteriormente transferir la suspension a la fase
acuosa (sistema 2, Tabla 1). Esta modificacion se realiz6 debido a que se penso que se podrian
tener mejores resultados de encapsulacion si el farmaco no se disolvia en la fase acuosa como
en el método correspondiente a la Figura 12, ya que, de estar disuelto, gran parte del CDDP
podia perderse durante el proceso de purificacion por ultracentrifugacion.

En la Figura 13, se muestra el espectro correspondiente al sistema 2 de nanoparticulas.
Al igual que con el espectro de la Figura 12, no se present6 el maximo de absorcion a los 310

nm.
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Figura 13: Espectro UV-Vis del sistema 2 de nanoparticulas poliméricas. Equipo: Perkin

Elmer UV/visible Lambda 2.

Los resultados obtenidos hasta ese momento indicaban, que lo méas probable era que

la cantidad de CDDP encapsulado no se podia detectar por esa técnica y requeria de otros
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métodos de determinacion de mayor sensibilidad, que permitieran llevar a cabo estudios
cuantitativos, como lo son la determinacién del porcentaje de encapsulacion de CDDP en las
nanoparticulas poliméricas, asi como su cinética de liberacion in vitro.

Una posible explicacion asociada a la limitada encapsulacion de CDDP por parte de los
sistemas de nanoparticulas, es la posible degradacion del polimero. Los polimeros empleados
hasta este momento en los estudios de estandarizacién y evaluacion de las condiciones de
encapsulacién del CDDP, fueron sintetizados por la Dra. Maria Elisa Martinez Barbosa en
2004.

Las cadenas poliméricas del PBLG y derivados, pueden ser degradadas por diversos
factores como lo son temperatura, humedad y cambios de pH ©%. Por este motivo se
reemplazd el polimero PBLG-Bnz-50 por otro derivado, el PBLG-Bnz-32, el cual fue
sintetizado en 2009 por estudiantes de la Facultad de Farmacia de la Université Paris-Sud 11, a
cargo de la direccion del Pr. Gilles Ponchel. La diferencia entre ambos polimeros es
Unicamente el peso molecular. Mientras el peso molecular del PBLG-Bnz-50 corresponde a
45000 Da, el PBLG-Bnz-32 corresponde a 32000 Da.

En la literatura se ha empleado el método colorimétrico con o-fenilendiamina (OPDA),
para llevar a cabo la determinacién de la concentracion de CDDP, el cual ha sido incorporado
a diferentes sistemas vectores como hidrogeles ©® y nanoparticulas ©®. El Platino forma un
complejo colorido con la molécula de OPDA, especificamente ligando a los grupos amino de
la molécula, generando un maximo de absorcién a los 707 nm, Golla y colaboradores €7, El

espectro del complejo se muestra en la Figura 14.
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Figura 14: Espectro caracteristico del complejo de CDDP (platino) (8.2 pg/mL) con la OPDA

(10 mg/mL) en DMF. Equipo: Perkin ElImer UV/visible Lambda 25.
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La Figura 15 corresponde a la curva de calibracion con concentraciones conocidas del
complejo CDDP-OPDA en DMF a fin de la realizar estudios cuantitativos.

Conociendo la solubilidad del CDDP y del PBLG (y sus derivados) en distintos
solventes, se evalud el porcentaje de encapsulacion de CDDP en los sistemas de
nanoparticulas poliméricas 6 y 7. Estos experimentos se llevaron a cabo con la finalidad de
estandarizar las condiciones de sintesis, en las cuales, se podria obtener los mejores
porcentajes de encapsulacién de CDDP en los sistemas vectores.

El método de nanoprecipitacion tiene como caracteristica la obtencién de sistemas
nanoparticulados a partir de la interaccién de una fase orgénica y una fase acuosa miscibles.
Tanto THF como DMF son miscibles en agua (100 % m/m para ambos solventes), por lo que
se pudieron utilizar para sintetizar las nanoparticulas poliméricas por este método.

El CDDP presenta una moderada solubilidad en agua, la cual corresponde a 2.5
mg/mL. Esta solubilidad en agua es menor comparada con la de otros farmacos de uso similar,
como el 5- fluoracilo (12.2 mg/mL), y es en gran medida, responsable de los efectos
secundarios asociados a la terapia con este farmaco @419, Esto da como resultado la necesidad
de vectorizar al CDDP en la matriz hidrofébica de las nanoparticulas poliméricas de PBLG, y
ademas, en la cavidad hidrofébica de la B-ciclodextrina, para el caso de nanoparticulas de
PBLG-B-CD. Ademaés, la vectorizacion del CDDP es con la finalidad de conseguir una
liberacion controlada en el organismo, lo que se traduciria en un aumento en la eficiencia en la
terapia con el medicamento y una reduccion en los efectos negativos asociados a éste.

El CDDP presenta una alta solubilidad en DMF (16.67 mg/mL) comparada con el
agua. Se comparo el porcentaje de encapsulacion obtenido con dos sistemas de nanoparticulas

de PBLG-Bnz-32/CDDP (sistemas 6 y 7). Como se indica en la Tabla 1, el sistema 6 se
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sintetizd disolviendo el polimero en THF y el CDDP en agua. El sistema 7, se sintetiz0
disolviendo tanto el farmaco como el polimero en DMF vy llevando a cabo la precipitacion del
polimero en agua a fin de formar las nanoparticulas. Los resultados de la encapsulacion se

muestran en la Tabla 4.

Tabla 4: Porcentaje de encapsulacion y porcentaje de eficiencia de encapsulacion de los

sistemas 6 y 7 de nanoparticulas poliméricas, n= 3.

Sistema Polimero Solvente % D.E. % D.E.
encapsulacion eficiencia

6 PBLG-Bnz-32  THF 0.2304 0.0256 4.55 0.51

7 PBLG-Bnz-32 DMF 0.00167 0.000185 0.033  0.002

Comparando el tipo de solvente, se puede observar que el porcentaje de encapsulacion
obtenido con el sistema 6 es mayor al obtenido con el sistema 7. Esto se debe posiblemente a
que la solubilidad del CDDP es mayor en el DMF que en el medio acuoso, propiciando que las
moléculas del farmaco permanezcan en disolucion en la fase organica durante la preparacién
de las nanoparticulas, evitando que las moléculas del farmaco sean inclusionadas. Por otro
lado, el método de eliminacién del solvente puede contribuir en gran medida a la salida por
difusiéon pasiva de las moléculas del CDDP de las nanoparticulas poliméricas, ya que es
posible que algunas moléculas del farmaco no se encuentren inclusionadas en la matriz de la

nanoparticula, sino que se encuentren adsorbidas en su superficie. ElI proceso de didlisis
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promoveria en gran medida la liberacion de estas moléculas adsorbidas. La eliminacion del
solvente se llevo a cabo por diélisis debido a la baja volatilidad del DMF en comparacion con
el THF. Estos resultados permitieron determinar las condiciones de preparacion del sistema
vector con el que se obtuvieron mejores resultados de porcentaje de encapsulacion de CDDP,
por lo que las sintesis de los sistemas de nanoparticulas posteriores se llevaron a cabo usando
THF como solvente.

Con respecto a los resultados obtenidos de diametro hidrodinamico (Tabla 3) se puede
observar que las nanoparticulas poliméricas del sistema 6 presentan didmetros hidrodindmicos
mayores en comparacion a los del sistema 7. Esta diferencia quiza se deba precisamente a la
mayor presencia de CDDP en el interior, o en la superficie de las nanoparticulas del sistema 6,
ya que ademas existe una gran diferencia entre los diametros hidrodindmicos de este sistema
con los del sistema blanco (sistema 3).

Por otro lado, el potencial Z es una medicion util e indirecta de la carga superficial de
diferentes tipos de sistemas, entre ellos sistemas coloidales 9. El potencial Z del sistema 6
corresponde a -3.69 mV, mientras que el del sistema 7, a -14.18 mV. El valor del potencial Z
del sistema 6 presenta una magnitud menor al de la suspension 7 y al del sistema blanco
(sistema 3). Esto quiza se deba a la presencia de una mayor cantidad de moléculas de CDDP
en la superficie de las nanoparticulas de la suspension 6, las cuales pueden interferir con la
carga superficial de las cadenas poliméricas de PBLG, lo que se traduce en un decremento en
el valor del potencial Z. La presencia de moléculas en la superficie de las nanoparticulas y su
efecto en el potencial Z describié previamente. Martinez Barbosa y colaboradores, ), reportd

que la presencia de moléculas de poli(etiléen glicol) en la superficie de nanoparticulas de
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PBLG-PEG-60 tenia el efecto de disminuir la magnitud del potencial Z, comparadas con
nanoparticulas de PBLG-Bnz-50, dado que las cadenas de PEG presentan carga neutra.

Pese a que las moléculas de CDDP presentes en la superficie de las nanoparticulas
pueden tener efecto en la carga superficial, ésta continda siendo negativa, lo cual concuerda
con los resultados reportados por Martinez Barbosa y colaboradores 7,

La presencia de moléculas de CDDP en la superficie de las nanoparticulas es un
indicativo de que posiblemente el fa&rmaco no esté completamente encapsulado en la matriz de
la misma.

De lo reportado en la literatura se puede ver que estudios realizados de encapsulacién
de CDDP en diferentes sistemas poliméricos nanoparticulados muestran, de manera general,
un bajo porcentaje de encapsulacion. Por ejemplo, Avgoustakis y colaboradores ?% obtuvieron
porcentajes de encapsulacion de entre 0.54 y 0.98% en nanoparticulas poliméricas de
poli(lactico-co-glicolico)-metoxi-poli(etilén glicol) por el método de doble emulsion. Moreno
y colaboradores %, obtuvieron nanoparticulas de PLGA sintetizadas por un método similar.
Obtuvieron porcentajes de encapsulacion de CDDP de alrededor de 11%. En ellos encontraron
que pese a que el porcentaje de encapsulacion es bajo, la saturacion con CDDP de la fase
acuosa de la segunda emulsion es de suma importancia para el incremento en la encapsulacion
del farmaco. Por otro lado, Xu y colaboradores®® sintetizaron nanoparticulas de poli(e-
caprolactona)-poli(etilén glicol) como vector del farmaco cisplatino. Encontraron que la
presencia de iones cloro durante la sintesis de las nanoparticulas promueve un incremento del

porcentaje de encapsulacion del farmaco, puesto que estos iones evitan la hidrolisis del CDDP,
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disminuyendo su hidrofilicidad y promoviendo su inclusion en la matriz hidrofébica de las

nanoparticulas.

Efecto del NaCl y del pH sobre la encapsulacion

Con la finalidad de reducir la hidrolisis del cisplatino y buscar incrementar el
porcentaje de encapsulacion se llevd a cabo un estudio en el que se agregaron distintas
cantidades de NaCl en la fase acuosa durante el proceso de sintesis de nanoparticulas de
PBLG-Bnz-32. Sin embargo, al incorporar el NaCl, las nanoparticulas en suspension se
precipitaban, haciendo imposible la realizacion de este estudio.

Por otro lado, se intentd la desnaturalizacion de la conformacion de las cadenas
poliméricas incorporando distintas cantidades de acido trifluoroacético en la fase acuosa en la
sintesis de las nanoparticulas. Sin embargo, y al igual que con el estudio de NaCl, las

nanoparticulas precipitaron, lo que no permitio estudios de encapsulacion.

Determinacion de la cantidad 6ptima de farmaco CDDP a vectorizar

La Figura 16 muestra diferentes cantidades de CDDP encapsulado en sistemas de
nanoparticulas poliméricas de PBLG-Bnz-32/CDDP. Estos porcentajes corresponden a
diferentes suspensiones de nanoparticulas, sintetizadas con una misma cantidad de polimero,
pero variando la cantidad de CDDP a encapsular. La realizacion de este estudio se hizo con la
finalidad de conocer la cantidad de farmaco a agregar al sistema y que permita un mayor

porcentaje o eficiencia de encapsulacion en las nanoparticulas poliméricas.
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Figura 16: Encapsulacion de CDDP por los sistemas de nanoparticulas de PBLG-Bnz-
32/CDDP incorporando diferentes cantidades de CDDP, manteniendo constante la cantidad de

polimero.

Se puede apreciar que la cantidad de CDDP encapsulado en las diferentes
suspensiones de nanoparticulas, aumenta de manera proporcional a la cantidad de CDDP
afiadido en la sintesis de los 50 pg a los 800 pg. Al afiadir 1000 pg de CDDP, la cantidad de
CDDP encapsulado decrece con respecto al obtenido con cantidades menores. Esta
disminucion puede relacionarse con una posible competencia entre las moléculas de CDDP
por su incorporacién en las nanoparticulas poliméricas. En otras palabras, las nanoparticulas
presentan un limite de encapsulacion de alrededor de 36.45 pg al afiadir 800 pg de CDDP,
demostrando que con la adicion de esta cantidad de farmaco durante el proceso de sintesis se

obtiene una mayor cantidad de encapsulacion de CDDP.
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Determinacion del porcentaje de rendimiento del método de nanoprecipitacion

Se realizaron estudios a fin de determinar el contenido de CDDP en el sobrenadante
del sistema 6, por triplicado. El estudio se realizd con el objetivo de calcular el porcentaje de
rendimiento del método de sintesis empleado, es decir, calcular si hay pérdidas del contenido
de farmaco durante la preparacion del sistema. Esto se llevo a cabo cotejando el contenido de
CDDRP en el paquete de nanoparticulas con la del sobrenadante del sistema, a fin de conocer si
la cantidad de CDDP corresponde al 100% afiadido en la sintesis (ver Tabla 5). El porcentaje
de rendimiento del método se encuentra alrededor del 80%. La pérdida de cantidades de
CDDP puede presentarse durante el proceso de evaporacion del solvente y durante la filtracion
de las nanoparticulas. Los resultados muestran que el método de nanoprecipitacién empleado

es eficiente para la sintesis de un sistema vector para CDDP.

Tabla 5: Porcentaje de rendimiento del método de sintesis de las nanoparticulas poliméricas

del sistema 6, n=3.

Sistema CDDP en las CDDPen CDDP Total % de Rendimiento
nanoparticulas sobrenadante (1g) del Método
(H9) (H9)
6 36.45 622.05 658.46 82.31

Una vez estandarizadas las condiciones de preparacion del sistema vector de PBLG-
Bnz-32/CDDP (sistema 6, Tabla 1), se llevaron a cabo experimentos para determinar el
porcentaje de encapsulacion de CDDP del sistema de nanoparticulas conteniendo B-CD

(sistema 8, Tabla 1).
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Los valores de didmetro hidrodindmico y potencial Z obtenidos se muestran en la
Tabla 3. Los diametros hidrodindmicos muestran la existencia de nanoparticulas superiores a
100 nm para los sistemas 6 y 8, especificamente 110 nm y 107 nm, respectivamente. Estos
didmetros hidrodinamicos son significativamente mayores a los de los sistemas blanco
(sistemas 3 y 5). Estas diferencias pueden atribuirse a la presencia de moléculas de CDDP en
el interior o en la superficie de las nanoparticulas en ambos sistemas.

Los valores del potencial Z obtenidos para los sistemas de nanoparticulas poliméricas 6
y 8 fueron -3.69 mV y -9.30 mV respectivamente. En ambos casos, el valor obtenido para el
potencial Z es negativo, lo cual es coherente con los resultados obtenidos en los sistemas
blanco. EIl valor del potencial Z del sistema 8 es similar al de su sistema blanco (sistema 5),
aungue muestra una magnitud menor, la cual podria asociarse a la presencia de complejos de
B-CD/CDDRP en la superficie de la nanoparticulas, lo que se traduce en un decremento en el
valor del potencial Z.

En lo que respecta a la capacidad de encapsulacion, la suspension de nanoparticulas del

sistema 8 muestra un mayor porcentaje de encapsulacion con respecto al sistema 6 (Tabla 6).

Tabla 6: Porcentaje de encapsulacion y porcentaje de eficiencia de encapsulacion de los

sistemas 6 y 8 de nanoparticulas poliméricas, n= 3.

Sistema Polimero Solvente % D.E. % D.E.
encapsulacion eficiencia
6 PBLG-Bnz-32 THF 0.2304 0.0256 4.55 0.51
8 PBLG-B-CD-50  THF 0.328 0.163 6.49 3.2
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La incorporacion de moléculas de B-ciclodextrina a las cadenas poliméricas de PBLG
tiene como objetivo aumentar la capacidad de vectorizacion de moléculas (con aplicaciones
farmacéuticas en este caso) al formar un sistema de nanoparticulas en suspension acuosa. Esto
se logra incorporando las moléculas a vectorizar dentro de la matriz polimérica de la
nanoparticula, y ademas, incorporando aun mas moléculas en la cavidad de la -ciclodextrina,
lo que también permite aumentar la solubilidad de principios activos hidrofébicos. Balaji y
colaboradores %V, sintetizaron y caracterizaron complejos de cisplatino/hidroxipropil-p-
ciclodextrina por el método de congelacion y secado. Los resultados muestran la formacién de
un complejo estequiométrico estable 1:1 entre el cisplatino y la HP-B-CD, lo que puede
permitirnos pensar en la posibilidad de formar un complejo 1:1 entre el cisplatino y la B-
ciclodextrina presente en el PBLG-B-CD-50, al formar nanoparticulas.

Los resultados de porcentaje de encapsulacion obtenidos con el sistema 8 muestran que
la molécula de B-CD permite la incorporacion de una mayor cantidad de moléculas del
farmaco con respecto al sistema 6. La presencia de B-CD sugiere la generacion de un sistema
vector multifuncional en el cual, tanto la matriz polimérica del PBLG, como la molécula de p-
CD tienen una funcién especifica.

Mediante estudios de calorimetria de titulacion isotérmica Ilevados a cabo por
Martinez Barbosa y colaboradores %, se logré determinar la disponibilidad de las moléculas
de B-CD en sistemas de nanoparticulas poliméricas de PBLG-B-CD-50. Utilizaron la molécula
hidrofobica modelo 1-adamantilamina para determinar la interaccion existente con la cavidad
de la B-ciclodextrina. Los resultados obtenidos demostraron que los complejos formados
tienen una estequiometria 1:1, y que la disponibilidad de la B-CD correspondia a un 20% del

total en el sistema de nanoparticulas. EI 80% restante de moléculas de B-CD estaria
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interaccionando con otras moléculas, muy probablemente, con las propias cadenas
hidrofébicas del PBLG. Esta disponibilidad pudiera estar relacionada con el moderado
incremento en la incorporacion de moléculas de CDDP para el sistema de PBLG-B-CD-
50/CDDP con respecto al sistema de PBLG-Bnz-32/CDDP.

Los resultados muestran que los sistemas vectores nanoparticulados sintetizados a
partir de derivados del PBLG proporcionan porcentajes de encapsulacion de CDDP similares a
los sistemas previamente reportados en la literatura con otros polimeros, como el PLGA (&cido
poli(lactico-co-glicélico)), en los cuales se obtuvieron porcentajes de encapsulacion menores
al 1% @9, Cabe mencionar que en el caso de los derivados del PBLG el porcentaje de
eficiencia es mayor debido a que se requiere una menor proporcion farmaco-polimero para
alcanzar dicha tasa de encapsulamiento.

Comparando con otros farmacos como el docetaxel y el clonazepam resultados
obtenidos previamente con el PBLG y derivados ®* 192 han demostrado que su actividad
como vector de medicamentos formando sistemas de nanoparticulas es limitada, en
comparacion con otros polimeros como el PLGA. Esto pudiera atribuirse al arreglo
conformacional en a-hélice, propio de los poli(a-aminoécidos). Dicho arreglo presenta una
gran estabilidad debido a la presencia de enlaces peptidicos y puentes de hidrégeno. A su vez,
esta estabilidad produce un empaquetamiento rigido entre las unidades de aminoéacidos del
polimero, la cual reduciria la incorporacién de moléculas de CDDP en la matriz de las
nanoparticulas poliméricas de PBLG y derivados. Una posibilidad de aumentar la
incorporacion de CDDP podria ser entonces, la modificacion de ese arreglo conformacional,
por lo que se buscod desnaturalizar las cadenas de PBLG ®%. Sin embargo, al afiadir &cido

trifluoroacético en la fase acuosa durante la sintesis de las nanoparticulas, se obtuvo
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precipitacion del polimero, impidiendo la formacion de las nanoparticulas. La presencia de
moléculas de B-ciclodextrina en las nanoparticulas podria reducir el ordenamiento de las
moléculas poliméricas de PBLG en forma de bastoncillos en a-hélice, logrando de esta manera
una mayor inclusién de moléculas de CDDP en el interior de las nanoparticulas. Resultados
anteriormente obtenidos por nuestro equipo de trabajo con la técnica de dicroismo circular,
han demostrado que los polimeros PBLG-Bnz-50 y PBLG-B-CD-50 mantienen su arreglo
conformacional en a-hélice cuando se encuentra en medio acuoso, formando nanoparticulas
(193) " Sin embargo, los resultados obtenidos demuestran una menor elipticidad molar del
polimero PBLG-B-CD-50 con respecto a la del PBLG-Bnz-50, lo que se interpreta como un
arreglo conformacional menos rigido. Estos resultados motivan a la realizacion de futuros
estudios en los que el objetivo sea la desnaturalizacion del arreglo conformacional del PBLG y
derivados, a fin de evaluar la posibilidad de mejorar su capacidad como vector de principios
activos, tomando en cuenta los resultados de encapsulacién obtenidos por otros autores con
polimeros con una conformacion desordenada ©7 ¢ 73 %) como por ejemplo, eficiencia de
encapsulacion superiores al 75% de cisplatino en nanoparticulas de poli(etilén glicol)-

poli(caprolactona) ©®® y hasta el 90% de acido retinoico con nanoparticulas de PLGA 04,

Caracterizacién por Microscopia Electrénica de Transmision

Los resultados del estudio de MET para los sistemas 3, 4, 5, 6, 7 y 8 se muestran en la
Figuras 17, A), B), C), D), E) y F). El inciso A) corresponde a la micrografia del sistema 4. La
micrografia muestra nanoparticulas polidispersas en cuanto a morfologia y de tamafios

similares a los resultados obtenidos por DLS para este sistema. La morfologia de las
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nanoparticulas no corresponde a la obtenida en nanoparticulas poliméricas en estudios previos
llevados a cabo por Martinez Barbosa y colaboradores 7, en los cuales se describieron
nanoparticulas de morfologia elipsoidal. La morfologia de las nanoparticulas observada en la
micrografia A se atribuye a la alta solubilidad del polimero en el DMF, asi como el proceso de
difusion de la fase orgénica en el medio acuoso propio del método de nanoprecipitacion, la
cual presenta menor miscibilidad que la fase organica de THF empleada para la sintesis del
sistema 3. La micrografia B, corresponde al sistema 7 de nanoparticulas poliméricas. La
morfologia de este sistema muestra gran similitud en cuanto a tamafio y morfologia con su
sistema blanco (micrografia A). Esto pudiera deberse a la baja encapsulacion de CDDP en este

sistema. Tal como indican los resultados presentados en la Tabla 4.
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Figura 17: Micrografia de los sistemas de nanoparticulas poliméricas: A) 3, B) 4, C) 5, D) 6,

E) 7, y F) 8. Equipo: JEOL JEM-2010F (A-E Orsay, F Unison).
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La sintesis de sistemas de nanoparticulas poliméricas de PBLG-Bnz-32, por el método
de nanoprecipitacion empleando DMF (sistemas 4,7-Tabla 1), sugiere una importante
alternativa al método empleando THF, ya que con este método se pueden sintetizar
nanoparticulas poliméricas de PBLG-Bnz-32/CDDP de menor tamafio.

La micrografia C, corresponde al sistema 3 de nanoparticulas poliméricas. El tamafio
de particula concuerda con los didmetros hidrodindmicos obtenidos con la técnica de DLS
(Tabla 3). La morfologia muestra nanoparticulas de tipo esferoide, con menos polidispersidad
que las obtenidas en el sistema anterior (micrografias A y B). Estos resultados concuerdan con
los obtenidos anteriormente por Martinez Barbosa y colaboradores @7,

La micrografia D corresponde al sistema 6 de nanoparticulas. Como mostro la
medicién de didmetro hidrodindmico obtenida por DLS, este sistema es de tamafio mayor a
100 nm. El aumento de tamafio con respecto al sistema blanco (sistema 3) se atribuye a la
presencia de moléculas de CDDP en el interior de las nanoparticulas. En lo referente a la
morfologia, también se puede apreciar una diferencia entre este sistema y su sistema blanco
(sistema 3). En la micrografia D se pueden apreciar nanoparticulas con una apariencia
elipsoidal, diferenciandose de las nanoparticulas esferoidales de la micrografia C. Esta
diferencia puede atribuirse a un reordenamiento de las cadenas del polimero que conforman la
nanoparticula, el cual es provocado por la presencia de moléculas de CDDP en el interior de la
misma. Se puede observar un caso distinto al anterior en los sistemas 5 y 8 de nanoparticulas
(micrografias E y F, respectivamente). Se puede apreciar que no existen diferencias en cuanto
a tamafo y morfologia entre ambos sistemas. Esto se pudiera atribuir a la presencia de CDDP
en las moléculas de B-CD en el sistema 8, lo cual no contribuiria a un reordenamiento en las

cadenas poliméricas, el cual es producido por el farmaco.
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La experimentacion con diferentes condiciones de sintesis de nanoparticulas de
derivados del PBLG, podria permitir la obtencion de sistemas con tamafio y morfologia
caracteristicos, lo que a su vez podria plantear una ventaja para su aplicacién como vectores de
farmacos en sistemas bioldgicos.

En la Figura 18 se muestra la relacion de los tamafios medidos sobre las micrografias

de MET para los sistemas del 3 al 8 de nanoparticulas poliméricas (n-200).
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Figura 18: Grafico comparativo de los tamafios de nanoparticulas medidos sobre las
micrografias de MET para los sistemas de nanoparticulas poliméricas del 3 al 8 (n-200,

Progama ImageJ).

Se puede observar que en general los tamarfios de los sistemas presentan similitud con
los diametros hidrodindmicos obtenidos por la técnica de DLS, a excepcidn del sistema 8. Los

tamarfios obtenidos para este sistema fueron de alrededor de 62 nm+12, mientras que con la
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medicién de DLS se determinaron diametros hidrodinamicos de 107 nm. Para el resto de los
sistemas, los tamafos obtenidos fueron 67 nm+14, 47 nmz14, 58 nm+12, 94 nm28 y 49+15,
para los sistemas 3, 4, 5, 6, y 7, respectivamente. Se puede observar que estas mediciones
confirman la aparicion de nanoparticulas mas pequefias cuando se emplea el método de
sintesis con DMF (sistemas 4 y 7). A su vez, estas mediciones confirman la presencia de
nanoparticulas de alrededor de 100 nm para el sistema 6, lo cual puede atribuirse a la presencia

de moléculas de farmaco en el interior o en la superficie de las nanoparticulas poliméricas.

64



Estudio del perfil de liberacion de cisplatino de las nanoparticulas poliméricas de

PBLG-Bnz-32/CDDP y PBLG-B-CD-50/CDDP (sistemas 6 y 8)

En las Figuras 19 y 20 se muestra la absorbancia a 707 nm del complejo CDDP-OPDA
a diferentes tiempos de liberacion para los sistemas 6 y 8, respectivamente. Se puede observar,
para ambos sistemas, una mayor absorbancia a la primera hora de liberacion del farmaco.

Conforme avanzo el tiempo, la magnitud en la absorbancia fue decreciendo.
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Figura 19: Espectros del complejo CDDP-OPDA correspondientes al perfil de liberacién del

sistema 6 de nanoparticulas en medio buffer pH 7.4, n=3.
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Figura 20: Espectros del complejo CDDP-OPDA correspondientes al perfil de liberacion del
sistema 8 de nanoparticulas en medio buffer pH 7.4, n=3.
Los perfiles de liberacion de CDDP de las nanoparticulas poliméricas de los sistemas 6

y 8, se muestran en las Figuras 21y 22.
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Figura 21: Perfil de liberacion de CDDP correspondientes al sistema 6 y 8 de nanoparticulas,

n=3.

66



90
80
70
60

50
40 e PBLG-BNZz-32

@ PBLG-3-CD-50

% de CDDP liberado

30

20

10

0 2 4 6

Tiempo (horas)

Figura 22: Perfil de liberacion de CDDP correspondientes a los sistemas 6 y 8 de
nanoparticulas en medio buffer pH 7.4, haciendo énfasis en las cuatro primeras horas del

estudio, n=3.

Dichos resultados son inesperados, dado que el comportamiento que observamos no
coincide con el que esperdbamos. En uno de los comportamientos esperados, un importante
porcentaje del farmaco seria liberado en tiempos cortos, en un fendmeno conocido como
efecto Burst, para posteriormente reducir la tasa de liberacion, hasta llegar a un valor constante
(como se muestra en la Figura 23). Este efecto Burst se refiere a una liberacion de altas
concentraciones de farmaco en tiempos cortos. Nuestros resultados difieren en gran medida

del comportamiento esperado.
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Figura 23: Comportamiento esperado en un perfil de liberacion de farmaco de un sistema

vector.

Como se observa en la Figuras 21 y 22, el comportamiento inicial en la liberacion del
CDDP pudiera corresponder al mencionado efecto Burst, sin embargo, las mediciones
posteriores muestran una aparente disminucion de la cantidad de CDDP liberado con respecto
al tiempo.

Los protocolos comunmente utilizados en la determinacion del perfil de liberacion de
farmacos se obtienen por métodos acumulativos, en los cuales el principio activo liberado se
determina en un mismo medio de incubacion.

En este trabajo, el protocolo difiere del método comin de determinacién del perfil de
liberacion de principios activos de sistemas vectores nanoparticulados, en cuanto a que la
medicion del farmaco liberado se lleva a cabo en medios de incubacion distintos (es decir no

se extraen alicuotas de un mismo medio y no se tiene la necesidad de reemplazar dicho medio
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con volumen igual de solucion buffer), por lo que la grafica obtenida, en este caso, no es
acumulativa. El hecho de haber obtenido bajos porcentajes de encapsulacion fue el principal
motivo para evitar reducir la sensibilidad del método, ya que serian cantidades muy bajas de
CDDRP liberadas en el sobrenadante para cada muestra consecutiva. Por las caracteristicas del
método, en los resultados se esperaria que la absorbancia a 707 nm (directamente
proporcionales a la concentracion de CDDP presente en el sobrenadante) aumentara conforme
al tiempo de incubacion, sin embargo esto no ocurrio (ver Figura 19 y 20).

Inicialmente se pensé que el hecho de que la cantidad de CDDP se redujera en los
sobrenadantes pudiera deberse a un posible aumento de la cantidad de CDDP que se incluiria
en las nanoparticulas con el paso del tiempo. Sin embargo, analizando la cantidad de CDDP
residual en los paquetes de nanoparticulas correspondientes a cada tiempo del estudio del
perfil de liberacion, con respecto a la cantidad de CDDP de los sobrenadantes, la cantidad total
no correspondia al 100% de CDDP afiadido al sistema (el total de CDDP detectado
corresponde a menos del 30% del total afiadido). Estas observaciones nos permiten pensar que
debe haber alguna interaccion presente en el sistema que haya afectado la formacion del
complejo CDDP-OPDA, o al menos su deteccién en el UV-Vis.

Como posibles explicaciones se planted la posibilidad de que existe una interferencia
entre la molécula de la o-fenilendiamina con el medio buffer, la cual disminuye la formacién
del complejo CDDP-OPDA. También se considerd la posibilidad de una interferencia entre
moléculas del farmaco y el medio buffer debido a que al aumentar el tiempo de incubacion, el
pico a 707 nm disminuye, ya que se ha descrito en la literatura que existe un intercambio
dinamico entre los atomos de cloro de la molécula de cisplatino con moléculas de agua, lo que

implica la aparicion de la forma activa del CDDP @9, La aparicion del CDDP activo podria
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interferir con la formacién del complejo CDDP-OPDA, y de esta manera, afectar la aparicion
del méximo a 707 nm. A su vez, existe también la posibilidad de que la solucion buffer
intervenga con la formacion del complejo CDDP-OPDA, lo cual impediria la cuantificacion
del CDDP encapsulado en las nanoparticulas.

Nuestro equipo de trabajo plantea la alternativa de realizar estudios de liberacion con
otras técnicas de determinacion de CDDP al encontrarse en medio buffer. Avgoustakis y
colaboradores @9 utilizaron la técnica de espectroscopia de absorcion atomica para llevar a
cabo sus mediciones de CDDP liberado en medio buffer (pH 7.4) con resultados favorables.
Nuestro equipo se ha planteado ademas, la realizacién de estudios de liberacion en medio
acuoso, sin modificar el pH, con la finalidad de conocer si este factor interviene en la

formacion del complejo CDDP-OPDA.
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CONCLUSIONES

Se sintetizaron sistemas de nanoparticulas a base de PBLG-Bnz-50, PBLG-Bnz-32 y
PBLG-B-CD-50 por el método de nanoprecipitacion, obteniéndose nanoparticulas de alrededor
de 70 nm de didmetro hidrodinamico en suspension acuosa, para el caso de los sistemas
blanco. Por otro lado, para el caso del sistema 6 (conteniendo CDDP vy sintetizados con THF)
se obtuvieron nanoparticulas de alrededor de 110 nm de diametro hidrodinamico.

Se consiguid estandarizar condiciones experimentales a fin de conseguir sistemas de
nanoparticulas poliméricas estables al incorporar el farmaco anticancerigeno CDDP. De
acuerdo a los resultados obtenidos para la determinacion del porcentaje de encapsulacion, el
método que involucra la disolucién del principio activo en el medio acuoso, y el PBLG-Bnz-
32 en THF (sistema 6), permite un aumento considerable en el porcentaje de encapsulacién de
CDDP, con respecto al método en el cual, tanto el farmaco como el polimero PBLG-Bnz-32 se
disuelven en DMF (sistema 7).

De acuerdo a los resultados obtenidos por DLS, se obtuvo una mayor incorporacion de
CDDP en el sistema preparado en THF (sistema 6) con respecto al sistema preparado en DMF
(sistema 7). Estas diferencias son atribuidas a la cantidad de moléculas de CDDP incorporadas
y al tipo de interaccion entre el CDDP vy la superficie de la nanoparticula, respectivamente. De
igual manera los sistemas cargados con el farmaco muestran radios hidrodinamicos mayores
que los sistemas blanco.

El sistema de nanoparticulas de PBLG-B-CD-50/CDDP (sistema 8) permite un
aumento en el porcentaje de encapsulacién de CDDP con respecto al sistema de nanoparticulas

de PBLG-bnz-32/CDDP (sistema 6). Este aumento es adjudicado a la presencia de moléculas

71



disponibles de B-CD, las cuales tienen la capacidad de incorporar moléculas de CDDP, y a su
vez pudieran reducir el ordenamiento de las moléculas poliméricas de PBLG en forma de
bastoncillos en a-hélice, lo cual permitiria incorporar aun mas moléculas de CDDP en la
matriz polimérica de las nanoparticulas. Los valores del didmetro hidrodindmico mostraron
similitud con el sistema 6 y diferencias considerables con el sistema blanco (sistema 5).

Los tamafios de particula observados por MET para cada sistema permiten confirmar
resultados obtenidos por DLS, a excepcion del sistema 8. Dichos resultados mostraron que en
el sistema 6 se obtenian nanoparticulas de mayor tamafio con respecto a sus sistemas blanco.

Los estudios del perfil de liberacion de CDDP de las nanoparticulas de PBLG-Bnz-
32/CDDP y PBLG-B-CD-50/CDDP sugieren que el método de cuantificacién basado en la
formacion del complejo CDDP-OPDA, no es favorable para la obtencién de resultados
cuantitativos, posiblemente por la presencia de alguna interaccion entre el farmaco y el medio
buffer, por lo que se sugiere la utilizacion de otros métodos de cuantificacion, como la

espectroscopia de absorcion atdmica.
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PERSPECTIVAS

Como perspectivas nuestro equipo de trabajo plantea la realizacion de estudios de
liberacion de CDDP en cultivo celular, a fin de conocer si nuestro sistema vector tiene la
capacidad de liberar de manera controlada el farmaco anticancerigeno en un medio biolégico.

A su vez, se han planteado experimentos que permitirian evaluar las posibilidades de
desnaturalizar la conformacion de la a-hélice de las cadenas poliméricas del PBLG y
derivados a fin de buscar el incremento en el porcentaje de encapsulacion del CDDP. Ademas,
se tiene como perspectiva, la posibilidad de llevar a cabo experimentos en los cuales se logre
modificar la estructura de los polimeros, a fin de conseguir la presencia de grupos funcionales
gue permitan una interaccion con el farmaco cisplatino (modificar los grupos bencilicos de la
cadena lateral del PBLG a fin de obtener grupos OH, por ejemplo), y lograr con ello, de igual
manera, un incremento en la vectorizacion del principio activo.

Es de gran importancia la determinacién del perfil de liberacion del farmaco de un
sistema vector. Por ello, se han planteado experimentos a fin de determinar el perfil de
liberacion del CDDP de las nanoparticulas de PBLG y derivados. Uno de ellos es la utilizacion
de la técnica de espectroscopia de absorcidn atomica, a fin de determinar las concentraciones
de farmaco liberado en funcién del tiempo, o llevar a cabo los experimentos a distintos pH, a
fin de conocer si este factor interviene en la formacion del complejo CDDP-OPDA, con el
cual se busco determinar la concentracion de principio activo liberado a pH 7.4 en el presente

estudio.
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