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RESUMEN

La administracion de farmacos utilizando nanoparticulas poliméricas (NP)
presenta ventajas significativas con respecto a la administracion libre de
farmacos. En este estudio, se evaluaron parametros utilizados durante la
preparacion de NP utilizando la técnica de emulsificacién - evaporacion de
solvente, la cual puede ser utilizada para la encapsulacion de farmacos. Los
parametros que se estudiaron incluyen, variaciones en la velocidad de agitacion
durante la evaporacion de solvente; la velocidad de centrifugacion durante la
purificacion; y el uso de crioprotectores durante el secado de las mismas. La
caracterizacion de nanoparticulas se realiz6 mediante dispersién dinamica de luz
(DLS), laser Doppler electroforesis y microscopio electronico de barrido (SEM).
En la purificacion de nanoparticulas, una velocidad de centrifugacion de 20,000
rom dio como resultado un tamafno de NP mas pequefio y una desviacion
estandar y cargas superficiales mas negativas, con un mejor rendimiento en
comparacion con las otras velocidades consideradas. Cuando la glucosa se uso6
como crioprotector en proporcion de 1:1 con respecto a la cantidad inicial de
PLGA, el tamafio de NP y el cambio de los potenciales zeta fue despreciable.
Estos parametros darian como resultado nanoparticulas monodispersas de

tamano inferior a 200 nm y experimentos reproducibles.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

El uso de nanodispositivos para aplicaciones médicas es una de las tecnologias
mas prometedoras de los ultimos 50 afos (Kreuter 2007). A través del tiempo,
los objetivos de estos sistemas siguen siendo consistentes: se busca lograr la
liberacion de farmacos de forma controlada a partir de particulas que sean
biocompatibles con tejido y células; alcanzar una mayor internalizacién celular
que otros sistemas de particulas; asi como, mejorar la estabilidad de las
sustancias activas; y tener la capacidad de dirigir estos sistemas a tejidos
especificos (Mora-Huertas et al. 2010, Kreuter 2007, Shi et al. 2010, Peer et al.
2007). Un factor importante en el disefio de estos sistemas es el tamano, el cual
debe ser lo suficientemente grande como para evitar la rapida incorporacion a
los vasos sanguineos, pero lo suficientemente pequefo como para evitar su
eliminacion por el sistema inmune (Cho et al. 2008).

Ademas los nanosistemas deben cumplir con varias caracteristicas, como: estar
hechos de materiales biocompatibles y biodegradables y ser faciles de
reproducir experimentalmente (Peer et al. 2007, Mu & Feng 2003). Para la
preparacion de estos nanosistemas, se han utilizado distintos materiales tales
como nanoparticulas metalicas y magnéticas, nanoestructuras basadas en
ceramica y en silice, puntos cuanticos, materiales de carbono; y también
materiales organicos que incluyen liposomas, micelas, polisacaridos,

dendrimeros y polimeros (Vivero-Escoto & Elnagheeb 2015, Paszko et al. 2011).



Entre los materiales poliméricos mas exitosos utilizados en la administracion de
farmacos, esta el acido poli-lactico-co-glicélico (PLGA) el cual muestra un
inmenso potencial como vehiculo de administracion de farmacos y como
estructura para la ingenieria de tejidos (Makadia & Siegel 2011, Danhier et al.
2012). En el cuerpo humano, el PLGA sufre hidrélisis para producir los
monomeros de metabolitos biodegradables: acido lactico y acido glicolico, los
cuales se biodegradan mas a CO;, y agua (Danhier et al. 2012, Jain 2000,
Kumari et al. 2010). Ademas, el PLGA esta aprobado por la Food and Drug
Administration (FDA) y la Agencia Europea del Medicamento (EMA) para su uso
en sistemas terapéuticos (Danhier et al. 2012, Parveen & Sahoo 2008).

En la literatura, se han reportado gran variedad de técnicas para la preparacion
de nanoparticulas de PLGA. Algunas de las técnicas mas comunes son: difusion
de solvente, nanoprecipitacion, polimerizacion, precipitacion salina (salting-out),
emulsion-evaporacion de solvente, entre otras (Murakami et al. 2000, Sahana et
al. 2008, Dhar et al. 2008, Chorny et al. 2002, Cohen-Sela et al. 2009, Vauthier &
Bouchemal 2009, Park et al. 2009, Mora-Huertas et al. 2010, Danhier et al. 2012,
Jain 2000, Yang et al. 2007, Grazia Cascone et al. 2002). De los anteriores, el
método de emulsidn-evaporacion de solvente es uno de los mas utilizados, y
consiste en el uso de un solvente volatil no miscible, agua y la aplicacion de una
gran fuerza de corte inducida por ondas ultrasénicas, que da como resultado la
formacion de una emulsion. Durante este proceso, se utiliza un agente

estabilizador para evitar la desintegracidon de la emulsion. Algunas de las
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ventajas de esta técnica son que puede utilizarse para encapsular compuestos
hidrofébicos e hidrofilicos, presenta una buena reproducibilidad, y aunque tiene
un alto consumo de energia, el tiempo del proceso de evaporacion puede ser
reducido (Nava-Arzaluz et al. 2012, Astete et al. 2007). Algunos autores han
estudiado ampliamente las variables del proceso, modificando variables como
solventes, estabilizadores, proporcién organica a acuosa, diferentes polimeros y
otros (Igbal et al. 2015, Budhian et al. 2007, Sahoo et al. 2002, Astete & Sabliov
20086).

Después de la emulsificacidon y la evaporacion de solvente, es necesario eliminar
el exceso de agente estabilizante (surfactante) y también impurezas
potencialmente toxicas, como disolventes organicos, mondmeros residuales vy
grandes agregados de polimeros. Algunos de los métodos mas comunmente
utilizados para la purificacion de particulas a escala de laboratorio incluyen
didlisis, filtracion de flujo cruzado, filtracion en gel, evaporacién a presion
reducida y ultracentrifugacion (Limayem et al. 2004). Durante la purificacién de
suspensiones de nanoparticulas poliméricas, el uso de centrifugacién a baja
fuerza de gravedad puede ser utilizado para eliminar agregados y particulas
grandes. En modo semejante, el uso de centrifugaciones de muy alta velocidad
(método de ultracentrifugacién) puede ser utilizado para separar las
nanoparticulas que tengan una densidad ligeramente mas alta que la del agua,

sedimentandose y concentrandose en un precipitado, el cual se puede separar
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del medio de dispersion que se encuentra en el sobrenadante (Vauthier &
Bouchemal 2009).

La parte final de la preparacion de nanoparticulas es la liofilizacion. Durante este
proceso, la congelacion induce tensiones desestabilizadoras para las
nanoparticulas, con esto se incrementa la concentracion de nanoparticulas, por
lo tanto la interaccién entre ellas, esto conduce a su agregacion o fusion. La
inmovilizacion de nanoparticulas dentro de una matriz vitrea puede prevenir su
agregacion y protegerlas del estrés mecanico de los cristales de hielo. En la
literatura, los crioprotectores mas reportados para liofilizacién de nanoparticulas
son los azucares: tetralosa, sacarosa, glucosa y manitol (Abdelwahed et al.
2006).

En este trabajo, se busca preparar nanoparticulas poliméricas mediante la
técnica de emulsificacion-evaporacion de solvente, estudiando el efecto de la
velocidad de agitacion durante la evaporacion de solvente, el proceso de
purificacion por el método de ultracentrifugacion y el uso de crioprotectores
durante el proceso de secado. Las nanoparticulas se caracterizaran por tamano,
potencial zeta y morfologia utilizando las técnicas de DLS, laser Doppler

electroforesis y microscopio electrénico de barrido (SEM), respectivamente.
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1.1. Objetivo General

Analizar el efecto y las condiciones optimas de la velocidad de agitacion durante

la evaporacion del solvente organico; el proceso de purificacion y la etapa final

de liofilizacibn en la preparacion de nanoparticulas poliméricas de PLGA

utilizando la técnica de emulsificacion — evaporaciéon del solvente.

Analisis de las Etapas de Evaporacion, Purificacion y Liofilizacion en la

Preparacion de Nanoparticulas de PLGA por la Técnica de Emulsificaciéon —

Evaporacion de Solvente.

1.2. Objetivos Especificos

1.3.1

1.3.2

1.3.3

1.3.4

Sintetizar nanoparticulas poliméricas variando la velocidad de agitacion,
mientras se mantienen los demas parametros de formulacion constantes.
Analizar el comportamiento de las caracteristicas de las nanoparticulas a
través del proceso de purificacion por el método de ultracentrifugacion.
Estudiar el efecto del uso de crioprotectores en las caracteristicas de las
nanoparticulas antes y después del proceso de liofilizacion.

Caracterizar las nanoparticulas por dispersion de luz para el tamafo,
polidispersidad y potencial zeta. Estudiar la morfologia de las

nanoparticulas mediante el microscopio electronico de barrido (SEM).

13



14



CAPITULO 2. ANTECEDENTES

2.1 Nanotecnologia

En los ultimos afios, el campo de estudio de la nanotecnologia se ha convertido
en una de las areas de investigacidon mas activas en la ciencia de los materiales
modernos (Ganapathy Selvam & Sivakumar 2015). La nanotecnologia involucra
sistemas o materiales que muestran propiedades inusuales, las cuales estan
ausentes en escalas mayores de longitud (materiales a granel) o menores
(dtomos o moléculas) (Noury & Lopez 2017). Estas propiedades incluyen
magnetismo, conduccion de calor o electricidad, reactividad quimica, reflexion de
la luz, entre otros; y pueden atribuirse a los efectos de la ciencia cuantica
mecanica y de superficie (Noury & Lopez 2017, National Nanotechnology
Initiative 2017). Dentro de la nanotecnologia, se encuentra la nanomedicina, la
cual se define como la aplicacion de la nanotecnologia a la salud y se centra en
el monitoreo, control, construccion, reparacion, defensa y mejora integral de todo
el sistema biologico humano con el objetivo de obtener beneficios médicos
(Boisseau & Loubaton 2011, European Technology Platform on NanoMedicine
2005). Se busca que la nanomedicina cambie drasticamente la practica del
cuidado de la salud desde el diagnostico hasta la terapéutica, con la promesa de
que el diagnostico y los tratamientos seran personalizados, lo que significa que

se adaptaran a las necesidades individuales del paciente (Noury & Lépez 2017).
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El uso de nuevos métodos para la administracion de medicamentos y otros
compuestos terapéuticos es un tema de gran interés debido a la variedad de
aplicaciones contra diferentes enfermedades. El uso de nanosistemas ha sido
ampliamente estudiado mostrando una gran capacidad para administrar
compuestos y farmacos (Shi et al. 2010, Peer et al. 2007). Estos nanosistemas
podrian ofrecer varias ventajas sobre los farmacos libres, por ejemplo, proteger
el medicamento de interacciones no deseadas con otros tejidos organicos o
dirigidas a tejidos especificos con el fin de aumentar las interacciones deseadas.
Ademas, la liberacion del farmaco se podria controlar de manera mas eficaz
(Peer et al. 2007, Mu & Feng 2003, Makadia & Siegel 2011, Danhier et al. 2012).
Un ejemplo de un uso potencial de estos sistemas es la administracion de
tratamientos contra el cancer. Las opciones de tratamiento para canceres
localizados, como tumores, por lo general incluyen la cirugia, la radioterapia y la
quimioterapia. La administracion de medicamentos contra tumores cancerosos a
menudo estan relacionados con efectos secundarios causados por la accion de
los farmacos en diferentes sitios, los cuales son diferentes a las células
cancerosas y los tumores (Maeda et al. 2009). En relacion a esto los
nanosistemas cargados de farmacos contra cancer son una clase prometedora
de nuevos tratamientos que tienen el potencial de proporcionar una mayor
eficacia y menor toxicidad en relacién con la terapéutica convencional (Bartlett et
al. 2007, Petros & DeSimone 2010). Entre todos los materiales utilizados como

nanodispositivos, las nanoparticulas poliméricas han demostrado mayor
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integridad estructural y estabilidad que otros dispositivos; también son capaces
de controlar el perfil de liberacion del farmaco y se pueden sintetizar vy
funcionalizar facilmente (Ghitman et al. 2017). Gran variedad de farmacos han
sido encapsulados en nanoparticulas poliméricas, entre ellos se encuentran
farmacos contra el cancer, como el paclitaxel, la doxorubicina, el 5-fluorouracilo,
el 9-nitrocamptotecina, el cisplatino, la triptorelina, la dexametasona, entre otros

(Kumari et al. 2010).

2.2 Concéptos Basicos en Nanotecnologia

2.2.1 Dispersiones coloidales

Un sistema coloidal es un sistema formado por dos o mas fases: una fase
dispersa, que puede estar formada por pequeinas particulas, gotas o burbujas y
otra que actua como dispersante de la primera. Los sistemas coloidales han sido
investigados desde 1843, el cientifico inglés Thomas Graham es considerado
generalmente como el fundador del estudio coloidal experimental. Graham
estudiaba la velocidad de difusion de diferentes sustancias en diferentes medios.
Graham dividio los coloides como liofébicos vy liofilicos. Donde la estabilidad de
los coloides liofobicos esta gobernada solamente por la carga eléctrica de las
particulas, y la de los coloides liofilicos se gobierna por la carga y la solvatacion
(Castro Roman 1994). Algunos ejemplos de soluciones coloidales liofébicas son:

surfactantes, micelas, soluciones de proteinas y virus (Schramm 2006), las
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cuales se pueden formar mediante agitacion utilizando energia mecanica en
algun mezclador estilo hélice, molino coloidal, o un generador de ultrasonidos
(Sennett & Olivier 1965, Schramm 2006). Entre las soluciones coloidales
liofilicas se encuentran las emulsiones, espumas y suspensiones de particulas
(Schramm 2006, Sennett & Olivier 1965). En la Tabla 2-1 se muestran los
diferentes tipos de soluciones coloides que se pueden encontrar dependiendo de

las caracteristicas de las fases que la componen:

Tabla 2-1. Tipos de sistemas coloidales

Fase dispersa Medlo fj,e Nombre Ejemplos
dispersién
Liquido Gas Aerosol liquido Niebla
Solido Gas Aerosol solido Humo, polvo

Gas Liquido Espuma
Liquido Liquido Emulsion Leche
Sélido Liquido Sol Sol de oro

(suspension)

Gas Sélido Espuma sdlida Sdlidos porosos
Liquido Sdlido Emulsion solida Mantequilla
Sélido Solido SUSPeNsIon i4rig colorado

sélida

2.2.2 Emulsiones

Las emulsiones son dispersiones coloidales en la cuales un liquido es disperso
en una fase liquida continua de diferente composicion. En la mayoria de las
emulsiones, uno de los liquidos es acuoso (W) mientras que el otro es un

hidrocarburo (O) y es referido como aceite.
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Dependiendo de cual de los liquidos sea la fase continua, se puede formar
emulsiones de aceite en agua (O/W) donde las gotas de aceite se encuentran
dispersas en agua; y emulsiones de agua en aceite (W/O) donde las gotas de
agua se encuentran dispersas en aceite (Figura 2.1). También, se pueden
encontrar las llamadas emulsiones dobles, como: emulcion aceite en agua en
aceite (O/W/O) la cual contiene gotas de aceite dispersas en gotas de agua, que
a su vez estan en una fase continua de aceite; o emulsion agua en aceite en
agua (W/O/W) donde se forman gotas de agua dispersas en gotas de aceite que
a su vez se encuentran dispersas en agua. Las gotas formadas durante las
emulsiones tienen generalmente un tamafio de 1 a 1000 nm, sin embargo
pueden alcanzar tamafos de decenas de micrometros (Sonneville-Aubrun et al.

2004, Schramm 2006).

. Agua (W) . Aceite (O)

Figura 2-1. Esquema de las emulsiones a) aceite en agua (O/W) y b) agua en
aceite (W/O). Adaptada de Schramm, 2006.
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El tipo de emulsion que se forme, generalmente depénde de factores como la
relacion de volumenes de fase, ya que el que tiene volumen mas pequefo es
frecuentemente la fase dispersa (Schramm 2006). Para la formacion de
emulsiones, se combinan las fases mediante mezclado a una alta velocidad.
Este mezclado requiere altas fuerzas mecanicas de corte ya sea por una hélice,
mezclado de turbina, molino o generador utrasdnico para producir gotas
suficientemente pequefias (Russel et al. 1989, Schramm 2006). Para que una
emusion sea estable, se pueden utilizar agentes estabilizantes, los cuales
forman una pelicula protectora para evitar que la emulsion se rompa. El agente
estabilizante puede reducir la tensién superficial del medio, haciendo posible la
creacion de gotas pequefias y puede estabilizar estas gotas para que no
coalezcan formando gotas mas grandes. Los agentes estabilizantes para
emulsiones pueden estar formados de macromoléculas, electrolitos inorganicos,
surfactantes, o solidos finamente divididos, (como carbono, sulfatos, hidréxidos,

o revestimientos de particulas de arcilla) (Sennett & Olivier 1965).

2.2.3 Estabilidad de los sistemas coloidales

La estabilidad de una dispersion coloidal depende de las interacciones que
ocurren entre las particulas dispersas y las particulas del solvente (Islam et al.
1995, Russel et al. 1989). En un sistema coloidal, existen diferentes procesos

por los cuales, segun su grado de estabilidad, las especies pueden dispersarse:
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sedimentacion, agregacion y coalescencia (Solans et al. 2005, Sonneville-
Aubrun et al. 2004, Schramm 2006). La Figura 2.2 muestra estos procesos:

e La sedimentacion ocurre debido a una diferencia de densidad entre las
fases del sistema coloidal. Donde una de las fases contiene una
concentracion muy elevada de la fase dispersa, produciendo agregados.

e La agregacion ocurre cuando debido a la formaciéon de especies
dispersas por movimiento browniano, sedimentacion o agitacion,
promoviendo el aglutinamiento de las particulas que se tocan en uno o
varios puntos. Donde aunque mantienen su identidad, pierden su
independencia cinética y se mueven como un conjunto (Tadros et al.
2004, Schramm 2006).

e Durante la coalescencia, la capa estabilizante delgada se rompe, y al
unirse dos o mas gotas o particulas forman una gran unidad reduciendo el

area superficial (Schramm 2006, Sennett & Olivier 1965).

Algunos factores que favorecen la estabilidad de la emulsién se puede resumir
como: una baja tension interfacial, la cual mantendra una energia libre interfacial
baja; y una alta viscosidad de la superficie o la pelicula interacial, que actuara
como barrera para la coalescencia y puede ser mejorada por la adsorcion de los
s6lidos finos (Schramm 2006, Solans et al. 2005). Otro factor que puede

aumentar la estabilidad de los coloides es la ampliacibn de la doble capa
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eléctrica y/o repulsiones estéricas que influyen tambien para prevenir las

colisiones y la agregacion, y por lo tanto, la coalescencia (Schramm 2006).

Sedimentacion

i o

Coalescencia

Figura 2-2. llustracion de sedimentacion, agregacion y coalescencia en una

emulsion, espuma o suspension. Adaptada de Schramm, 2006.

2.2.4 Fuerzas Electrostaticas y de Dispersion

Cuando dos particulas cargadas se aproximan unas a otras en una solucién, dos
tipos de fuerzas interactuan entre estas dos particulas: las fuerzas de Van Der
Waals y las fuerzas electroestaticas de la doble capa eléctrica. Dependiendo de
la magnitud de cada una de estas dos fuerzas, la fuerza neta resultante puede

ser de repulsion o atraccién (Ohshima 2006).
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Fuerzas de Van Der Waals - se dan entre los atomos y las moléculas, son de
caracter atomico. Cuando dos cargas eléctricas +q y —q se encuentran
separadas por una distancia r, el momento dipolar esta definido como gxr
(Figura 2.3), lo cual supone que el atomo es eléctricamente neutro (Askeland
1996).

Considerando que la carga positiva del nucleo atomico y la carga negativa de los
electrones coinciden, entonces, un atomo neutro no cuenta con momento
dipolar. Cuando un atomo neutro es expuesto a un campo eléctrico, el atomo se
polariza (los centros de carga positiva y negativa se separan) creando un
momento dipolar. En algunas moléculas, llamadas moléculas polarizadas, el
momento dipolar no tiene que ser inducido, existe debido a la direccién de los
enlaces y a la naturaleza de los atomos. Por ejemplo: el agua, consituida con un
momento dipolar permanentemente.

Las Fuerzas de Van Der Waals tienen su origen en interacciones entre dipolos
que son inducidos o en algunos casos interacciones entre momentos dipolares

permanentes que estan presentes en ciertos tipos de moléculas polares.

Oe——>0
q q"
p=qr

Figura 2-3. Momento dipolar (u) de dos cargas eléctricas +q y —q se encuentran
separadas por una distancia .
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Fuerzas electroestaticas de la doble capa eléctrica (EDL). La superficie de
los materiales puede asumir una carga neta por diferentes mecanismos, entre
los cuales se encuentran la adsorcion de especies cargadas, como iones o
surfactantes, la electrificacion con el aire y la ionizacién de grupos superficiales.
Esta carga superficial es dinamica y se puede modificar cambiando las

caracteristicas del solvente, como la fuerza i6nica o el pH.

2.2.5 Potencial Zeta

El potencial zeta (¢) es una medida de la carga eléctirca desarrollada cuando
una superficie sélida es puesta en contacto con una solucién acuosa. En la
Figura 2.4 se muestra la EDL, donde los iones que se encuentran libres en la
solucion tienden a reorganizarse formando varias capas en la interfase solido
liquido. En la superficie de la particula solida, se forma una region delgada
donde se produce cierta densidad de carga, ésta region es conocida como capa
compacta. En la capa compacta, los iones experimentan grades fuerzas
electroestaticas de atraccion, por lo tanto son inmoviles. La regidn fuera de la
capa compacta se le llama capa difusa, en ella, los iones son moviles, y crean
una concentracion de iones maxima en la superfice, la cual disminuye
gradualmente conforme la distancia aumenta hasta alcanzar el equilibrio

(Dongging Li 2008).
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2.2.6 Teoria de Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek (DLVO)

Derjaguin, Landau, Verwey y Overbeek desarrollaron una teoria cuantitativa para
describir las fuerzas de atraccién y repulsidn entre coloides liofébicos, es
conocida como la teoria del DVLO (Hiemenz & Rajagopalan 1997, Israelachuvili
2011). En la Figura 2.4 se puede observar cémo mediante la teoria del DVLO se
pueden estimar el cambio de las energias potenciales de atraccion (dispersiéon
de Van der Waals de London, Va) y repulsiéon (electrostaticas incluyendo Born,
VR) con respecto a la distancia entre-particulas. Donde la energia de interaccion
total (V1) sera igual a la suma de todas las fuerzas (Islam et al. 1995, Schramm
2006).

Esta teoria muestra que la contribucién de las fuerzas de atraccién de Van Der
Waals prevalecen si las distancias son pequefias. Para un sistema dado, las
fuerzas de Van Der Waals pueden ser consideradas constantes ya que soélo
dependen de la naturaleza de las especies que interactuan, mientras que las
variaciones electrostaticas pueden ser modificadas por las condiciones del

sistema (Garbassi et al. 1998).
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Figura 2-4. llustracion de la capa eléctrica doble y la teoria clasica de DLVO,
adaptada de Wu et al., 2011
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CAPITULO 3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1 Materiales

El polimero PLGA con terminacion en acido (copolimero 50/50 de DL-
lactico/glicdlico, 0.2 dl/g) fue obtenido como regalo de Purac Biomaterials
(Gorinchem, Netherlands). Diclorometano o DCM (CH,Cl,) fue adquirido de
Fisher Scientific Inc. (Fair Lawn, EU). El alcohol polivinilico (PVA) con un peso
molecular promedio de ~31,000 a.m.u. y con 86.7-88.7 porcentaje en mol de
hidrolisis fue obtenido de Sigma Aldrich, Inc. (St. Louis, EU). Los agentes
crioprotectores: sucrosa, lactosa y glucosa se obtuvieron de Reactivos Meyer

(Ciudad de México, MX)

3.2 Preparacion de nanoparticulas de PLGA

Las nanoparticulas de PLGA (NP) se preparan utilizando la técnica de
emulsificacion-evaporaciéon de solvente. En la Figura 3.1 se presenta un
esquema de la preparacidon de nanoparticulas. En resumen, se afiaden 25 ml de
una solucion acuosa de PVA al 5% p/v a una solucién de 5 ml de DCM que
contiene 50 mg de PLGA. La mezcla se emulsiona durante 1 minuto al 75% de
amplitud (90 ym) en bano de hielo utilizando el equipo QSonica 500 sonicator
(QSonica LLC, Newtown, Connecticut, EE. UU.). Después de la emulsificacion,

el solvente se evapora bajo agitacion magnética, a temperatura ambiente por 8
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horas. A continuacién, se realiza el lavado de las nanoparticulas mediante tres
ciclos de centrifugacion utilizando una centrifuga Sigma 3-30KS (Sigma
Laborzentrifugen GmbH, Osterode am Harz, Alemania) operada a 48,384*g
durante 20 minutos, descartando el sobrenadante y resuspendiendo las
nanoparticulas en agua desionizada. Finalmente, se agregan diferentes
crioprotectores en solucion a diferentes proporciones con respecto a la cantidad
inicial de polimero y se procede al secado utilizando el liofilizador freezone 4.5
(Labconco, Kansas City, Missouri, EE. UU.). Todos los experimentos se realizan

por triplicado.

Liofilizacion

=
§ 9
3 2
< Q
: =
2! [

% Velocidad de agitacion & Velocidad de purificacion
% Crioprotectores

Fase acuosa Fase organica N\ PLGA et PVA

Figura 3-1. Esquema de sintesis de nanoparticulas poliméricas usando la

técnica de emulsificacion — evaporacion del solvente.

3.3 Caracterizacion de NP

La distribucion del tamafo de las nanoparticulas y los potenciales zeta se miden

utilizando un equipo Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd.,
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Worcestershire, Reino Unido). Las mediciones de los tamafnos se realizan por
dispersion dinamica de la luz (DLS). Cada muestra se mide tres veces con 10
ejecuciones, respectivamente. Ademas, cada muestra para el potencial zeta se
realiza por duplicado con al menos 10 ciclos a temperatura constante (25°C)

mediante electroforesis Doppler laser.

3.4 Efecto de la velocidad de agitaciéon durante la preparacion de NP

Durante la etapa de evaporacion de solvente, se realizaron diferentes
experimentos variando las velocidades de agitacion mientras se mantienen los
demas parametros constantes. La tabla 3.1 muestra la matriz de experimentos

considerados.

Tabla 3-1. Matriz de experimentos para estudiar el efecto de la velocidad de
agitacién en la evaporacion del solvente organico en la formulacion de las NP
(n=3).

Muestra Agitacion
(rpm)
1 200
2 300
3 400
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3.5 Estudio del proceso de purificacion de NP

Una vez que el solvente ha sido evaporado, el siguiente paso es la purificacion
de las nanoparticulas, durante la cual, se elimina gran cantidad del PVA utilizado
para estabilizar la emulsién. La Tabla 3.2 muestra el disefio de experimentos
realizados para la purifcacion de nanoparticulas por el método de

ultracentrifugacion.

Tabla 3-2. Matriz de experimentos para estudiar el efecto de la velocidad de
agitacién en la evaporacion del solvente organico en la formulacion de las NP
(n=3).

Velocidad de centrifugacion

Muestra
rpm *g
1 10 000 12,096
2 15 000 27,216
3 20 000 48,384

3.6 Evaluacion del uso de crioprotectores en el proceso de secado de NP

Una vez terminados los lavados de NP se procede al proceso de secado o
liofilizacion. Se utilizan diferentes crioprotectores en varias proporciones con
respecto a la cantidad inicial de polimero utilizado. En la Tabla 3.3 se indican los
experimentos contemplados en este estudio. Durante la caracterizacion de NP,
las mediciones de tamafio y potencial zeta se llevan a cabo antes y después de

aplicar el agente crioprotector. De igual manera, una vez concluido el proceso de
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liofilizacidn, se resuspende una cantidad de nanoparticulas en agua desionizada

y se procede a la lectura de tamario y potencial zeta.

Tabla 3-3. Experimentos para evaluar el efecto del uso de crioprotectores

durante el proceso de liofilizacion de NP (n=3).

Muestra Crioprotector Proporcién
1 Blanco 0
2 Sucrosa 0.25,0.5,1.0
3 Glucosa 0.25,0.5,1.0
4 Lactosa 0.25,0.5,1.0

3.7 Morfologia superficial de las NP

La morfologia superficial de las NP se analiz6 mediante microscopia electrénica
de barrido (SEM) a través de un microscopio electronico de barrido de emision
de campo (JSM-7800F, JEOL, EE. UU.). Se preparan las muestras depositando
una gota de solucion de nanoparticulas sobre una cinta conductiva adhesiva de

carbén y se permite su secado al aire libre durante varios minutos.
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CAPiTULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

Las nanoparticulas se caracterizaron midiendo su tamafo de particula, indice de

polidispersidad (PDI) y potencial zeta en todos los experimentos.

4.1 Efecto de la velocidad de agitacion durante la preparacion de NP

Una vez formulada la emulsién, se vario la velocidad de agitacion magnética
durante la evaporacion de solvente. En la Figura 4.1 se presenta el tamafo y
PDI de las NP utilizaron diferentes velocidades: 200 rpm, 300 rpm y 400 rpm.
Cuando la velocidad de agitacion fue de 200 rpm, el tamafio obtenido fue de 193
nm, sin embargo, para la agitacion de 300 rpm y 400 rpm, los valores
disminuyeron a 177 nm para los dos casos. El valor de PDI para disminuyé de
0.108 y 0.111 para 200 rpm y 300 rpm respectivamente a 0.055 al mantener una

agitacion de 400 rpm.
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Figura 4-1. Tamarfo y PDI de NP en funcién de la velocidad de agitacion

magnética durante la evaporacién de solvente (n=3).

La carga superficial de las nanoparticulas obtenidas para la agitacion de 200
rom fue de -23 mV, mientras que para 300 rpm y 400 rpm de agitacion fue de -

27 mVy -26 mV respectivamente como se muestra en la Tabla 4.1.

Tabla 4-1. Variacion de tamaio y PDI de las NP en funcion de la velocidad de
agitaciéon, manteniendo la concentracién de PVA, PLGA y la proporcion entre la

fase acuosa y organica (n=3).

Agitacion Tamano (nm) PDI ¢ (mV)

200 rpm 1934 + 54 0.108 £ 0.030 -23.25 + 6.03
300 rpm 177.7 + 10.6 0.111 = 0.004 -26.80 + 4.95
400 rpm 1774 + 10.0 0.055 + 0.033 -26.10 + 6.18
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4.2 Estudio del proceso de purificacion de NP

Entre los varios métodos de purificacion de NP, el método de ultracentrifugacion
es ampliamente utilizado por su practicidad al realizar experimentos a pequeia
escala (Vauthier & Bouchemal 2009).

Se utilizaron tres diferentes velocidades de centrifugacién: 10,000 rpm, 15,000
rom y 20,000 rpm, que corresponden a 12,096 *g, 27,216 *g y 48,384 *g. En
cada etapa del proceso de purificacion, se midieron los tamafos y el potencial
zeta. Durante dicho proceso, el aumento en el tamafo fue constante (Figura
4.2). Al purificar a una velocidad de centrifugacion de 10,000 rpm, se midié un
aumento en el tamafio de las NP de 56 nm, mientras que al realizar la
purificacion a 15,000 rpm, el aumento registrado fue de 30 nm y 16 nm al
purificar a 20,000 rpm. Estos valores representan un aumento del 54%, 29% vy
15% en el tamano de las NP, respectivamente. Las variaciones en el PDI
durante el proceso de purificacion indican la presencia de una poblacion no
uniforme de NP. Para los experimentos realizados a 10,000 rpm y 15,000 rpm,
los valores de PDI comienzan en 0.150 en la medicion de prelavado,
disminuyendo a lo largo del proceso y concluyendo en un PDI de 0.221 y 0.266
respectivamente. Sin embargo, cuando la purificacion se realizé a 20,000 rpm, el
valor de PDI disminuyo de 0.147 a 0.042 através del proceso, lo que representa
una poblacién mas uniforme de NP. El potencial de zeta durante el proceso de
purificacion disminuyé en todas las preparaciones. De -16 mv a -28 mV al

purificar a 10.000 rpm, de -15 mV a -31 mV al purificar a 15,000 rpom y de -15 mV
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a -34 mV al purificar a 20,000 rpm. Este efecto podria atribuirse a la eliminacion
de la capa de PVA en la superficie de las nanoparticulas a medida que se realiza
el proceso de purificacion. Al eliminar la capa de PVA, los grupos carboxilicos
del PLGA quedan expuestos y la carga de la superficie cambia (Sahoo et al.
2002). Otros métodos disponibles para purificacion de nanoparticulas son
dialisis, filtracion en gel, y filtracion cruzada (Vauthier & Bouchemal 2009). La
Tabla 4.2 contiene los valores de tamarno, PDI y potencial zeta para cada etapa

del proceso de purificacion.
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Figura 4-2. Caracteristicas de las nanoparticulas de PLGA en el proceso de
purificacion a 10,000 rpm (=), 15,000 rpm (=) y 20,000 rpm (m). Los datos

representan el promedio + DE (n = 3).
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Tabla 4-2. Caracteristicas de las nanoparticulas de PLGA através del proceso
de purificacion por ultracentrifugacion. Los datos representan el promedio + DE
(n=3).

10,000 rpm
Parametro Tamano (nm) PDI ¢ (mV)
PreLavado 103.63 + 0.38 0.160 = 0.008 -16.47 £ 1.94
1° 123.83 + 0.92 0.101 = 0.011 -2013 £ 2.65
2° 13580 + 1.27 0.090 + 0.030 -34.90 + 3.94
3° 15947 + 3.51 0.221 = 0.050 -28.33 =+ 1.28
15,000 rpm
Parametro Tamano (nm) PDI ¢ (mV)
PreLavado 103.63 + 1.08 0.150 + 0.008 -15.37 + 1.59
1° 103.03 + 0.21 0.160 = 0.014 -19.30 £ 1.34
2° 118.03 + 1.23 0.093 = 0.016 -32.23 £ 1.94
3° 133.93 + 20.00 0.266 + 0.092 -31.37 £ 3.14
20,000 rpm
Parametro Tamano (nm) PDI ¢ (mV)
PreLavado 106.10 + 0.28 0.147 = 0.005 -15.07 =+ 0.68
1° 12313 £ 1.70 0.034 + 0.011 -15.70 £ 9.57
2° 120.57 + 0.85 0.039 = 0.017 -31.60 £ 1.34
3° 121.83 £+ 1.19 0.042 + 1.392 -33.97 £ 1.49

4.3 Evaluacion del uso de crioprotectores en el proceso de secado de NP

Durante la ultima parte de la preparacion de NP, el uso de crioprotectores es
comunmente utilizado para evitar la agregacion de las NP. Antes de la

liofilizacion, se anade el crioprotector a la solucion de NP y se mide el tamafio y
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el potencial zeta. Para los tres casos, el tamafio de las nanoparticulas no se vio
afectado por la adicion de los crioprotectores, sin embargo, el potencial zeta si
cambio. Para la sacarosa, de -25 mV a -18 mV, la glucosa cambi6 de -25 mV a -
22 mV y la lactosa de -25 mV a -19 mV (Figura 4.3). En la literatura, se explica
este efecto como el resultado de enlaces de hidrogeno entre los grupos OH del
crioprotector y la superficie de la nanoparticula (Abdelwahed et al. 2006).
Después de la liofilizacion, las muestras fueron resuspendidas en agua
desionizada y se caracterizaron nuevamente.

En ausencia de un agente crioprotector, el tamafio de la NP aumenta de 180 nm
a 242 nm. Las caracteristicas de las NP en el proceso de liofilizacién se
encuentran en la Tabla 4.3. Cuando se utiliza sucrosa, en las diferentes
proporciones, el tamafo de la NP después de resuspender es de 190 nm para la
proporcion de 0.25 y de 183 nm y 178 nm para las proporciones de 0.5y 1.0
respectivamente. Cuando se utiliza glucosa, el tamafio obtenido es de 193 nm,
184 nm y 182 nm para las mismas proporciones de crioprotector.

En el caso de la lactosa, el tamafio disminuye de 200 nm a 193 nm y 189 nm
para las proporciones de 0.25, 0.5 y 1.0 respectivamente. Dentro de estos
valores, podemos observar, que al utilizar sucrosa como crioprotector, el tamafo
se mantiene através del proceso. Sin embargo, el potencial zeta resultante al
utilizar este crioprotector aumenta a -14 mV. En cambio, al utilizar glucosa en

proporcion 1.0 con respecto a la cantidad de PLGA utilizado en la formulacién,
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resulta en tamafos muy semejantes al original y mantiene un potencial zeta mas

cercano al original.
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Figura 4-3. Caracteristicas de las NP previo al tratamiento de criprotectores ( )
y al afadir diferentes porporciones de sucrosa (=), glucosa (m) and lactosa (m)
con respecto a la masa inicial de PLGA. Los datos representan el promedio + DE
(n=23).
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Tabla 4-3. Caracteristicas de las nanoparticulas de PLGA al utilizar agentes
crioprotectores durante el proceso de secado. Los datos representan el
promedio + DE (n = 3).

Sucrosa - Antes

Proporciéon Tamano (nm) PDI ¢ (mV)

0 17945 + 5.19 0.041 + 0.024 -25.06 + 3.09
0.25 177.70 £ 0.20 0.034 + 0.009 -21.88 + 3.25
0.5 176.70 + 1.20 0.041 £ 0.007 -17.81 + 255

1 17845 + 0.95 0.021 + 0.009 -18.80 + 0.17

Sucrosa
Proporcién Tamanho (nm) PDI ¢ (mV)

0 242.05 + 10.75 0.214 + 0.037 -24.80 + 0.20
0.25 19045 + 245 0.109 + 0.015 -17.91 £ 2.65
0.5 183.30 = 3.70 0.067 + 0.014 -11.21 £ 1.09

1 178.35 + 0.75 0.044 + 0.006 -1430 + 3.73

Glucosa - Antes

Proporcién Tamano (nm) PDI ¢ (mV)

0 17945 + 5.19 0.041 + 0.024 -25.06 + 3.09
0.25 177.50 + 0.80 0.022 + 0.001 -21.02 + 1.82
0.5 177.80 + 0.40 0.024 + 0.002 -21.95 + 1.72

1 177.90 + 0.00 0.025 + 0.005 -21.82 + 2.28

Glucosa
Proporciéon Tamano (nm) PDI ¢ (mV)

0 242.05 + 10.75 0.214 + 0.037 -24.80 + 0.20
0.25 19255 = 1.95 0.085 + 0.032 -18.20 + 1.10
0.5 184.25 + 1.75 0.061 + 0.004 -19.75 + 1.35

1 182.05 + 1.05 0.043 + 0.001 -18.95 + 1.35
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Tabla 4-3 Continuacion. Caracteristicas de las nanoparticulas de PLGA al
utilizar agentes crioprotectores durante el proceso de secado. Los datos
representan el promedio + DE (n = 3).

Lactosa - Antes

Proporciéon Tamaho (nm) PDI ¢ (mV)
0 179.45 + 519 0.041 + 0.024 -25.06 = 3.09
0.25 177.30 £ 0.90 0.038 + 0.004 -23.50 + 2.37
0.5 178.10 + 1.20 0.025 + 0.006 -22.97 = 0.36
1 178.35 + 0.65 0.027 + 0.007 -19.48 + 142

Lactosa

Proporcién Tamano (nm) PDI ¢ (mV)
0 242.05 + 10.75 0.214 + 0.037 -24.80 = 0.20
0.25 200.00 + 2.10 0.122 + 0.014 -18.45 + 0.75
0.5 192.50 + 0.00 0.075 + 0.014 -20.10 + 1.20
1 188.55 + 0.15 0.065 + 0.014 -18.40 = 3.70

4.4 Morfologia superficial de las NP

La morfologia superficial de las nanoparticulas se puede observar en la Figura
4.4, donde se observan nanoparticulas esféricas con superficie lisa y tamafos
promedio menores de 200 nm, que corresponden a los valores obtenidos por

DLS.
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Figura 4-4. Micrografia de las NP obtenida mediante SEM.
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

La variacidn de la velocidad de agitacion durante la evaporacion de solvente
influye en el tamafio resultante de NP, sin embargo, el efecto en la
polidispersidad es mas significativo, resultando en menor polidispersidad al
agitar a 400 rpm.

El proceso de ultracentrifugacion para la purificacion de nanoparticulas describe
indirectamente la interaccion entre la NP y el agente estabilizante.

Al utilizar 20,000rpm para los lavados, el tamafio de la NP presenta el menor
aumento através del proceso de lavado y resulta en NP uniformes.

El uso de crioprotectores facilita la conservacion de las caracteristicas de las NP
al ser liofilizadas. Al utilizar sucrosa, el tamafo se mantiene constante, pero la
carga superficial cambia significativamente. Al agregar glucosa, el tamafio de la
NP aumenta ligeramente y la variacion en carga superficial es menor que en el

caso de la sucrosa.
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5.2 Recomendaciones

Se recomienda utilizar 400 rpm para la evaporacién de solvente y 20,000 rpm
para el lavado de NP. Se sugiere el uso de glucosa en proporcion de 1.0 con
respecto a la cantidad de polimero utilizado.

Se recomienda investigar el uso de técnicas de purificacion alternativas con el fin
de aumentar los rendimientos del sistema. Se sugiere explorar la técnica de

purificacion por ultrafiltracion tangencial.
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