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Resumen:

La prevalencia de enfermedades como el cancer nos ha llevado a la busqueda de
nuevas alternativas tecnoldgicas aplicadas al disefio de las formas farmacéuticas;
por tal motivo en los Ultimos afios se han realizado diversas investigaciones en
este campo. En el presente trabajo se propone el desarrollo de un sistema de
liveracion controlada a base de polimeros para un agente antitumoral, que en un
futuro pueda constituir una alternativa tecnologica para la administracion mas
segura y eficiente contra este tipo de enfermedades.

Debido a que los sistemas de liberacion controlada han tenido grandes avances
con el uso de los polimeros, se desarrollé un polimerosoma (también llamado
vesicula de polimeros), cuya membrana esta formada por bloques de copolimeros
anfipaticos y en su interior va a contener un compuesto biofuncional como puede

ser un farmaco.

En este trabajo se buscaron diversos métodos y condiciones que permitieran la
obtenciéon de dicha estructura a partir de un copolimero formado por acrilatos
[PBA-PAA]. Los métodos que se probaron fueron: la inyeccion utilizando
codisolventes, la rehidratacion de la pelicula, ia electroformacion y la obtencion por
microfluidos mediante la formacidén de una doble emulsion.

Una vez que se consiguid la formacién de los polimerosomas a base de [PBA-
PAA], se evalué cual de las técnicas y condiciones ulilizadas era la mas adecuada
para el encapsulamiento del farmaco con actividad antitumoral conocido como

ciclofosfamida.

El encapsulamiento de la ciclofosfamida en el polimerosoma se realizé
exitosamente con el método de microfluidos; posteriormente con estas
microcapsulas se efectud la prueba de secado-hidratacion para comprobar su
estabilidad y mediante un mecanismo de liberacién de tipo quimico (pH acido); se
observd que era posible que la ciclofosfamida encapsulada se liberara después
de cierto tiempo, mediante la lisis de {a membrana.
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Introduccion:

El cancer es uno de los problemas que aquejan la salud de la poblacién a nivel
mundial; en la bisqueda de alternativas para su tratamiento se han sintetizado
diversos farmacos; (Brock, N. 1996) sin embargo, aun son limitadas las
alternativas farmacéuticas para el control de la liberacidon de este tipo de

moléculas activas y su administracion. {(Xu, J.P. y col., 2004)

El desarrofllo de un nuevo medicamento implica la realizacién de estudios que
permitan que éste sea administrado faciimente y en las dosis convenientes, sin
embargo, esta tarea no es facil (Langer, R. 1990), sino que deben resoclverse
varios problemas que nos obligan a efectuar nuevas investigaciones y ensayos, en
los cuales no sélo estan involucrados los principios activos sino también los
excipientes. (Bernard, B. y col., 2003) Debido a esto, en los Ultimos afios se han
desarrollado nuevas y diversas formas de sistemas de liberacién de farmacos
(Langer, R. 1990), los cuales necesitan ser estables, eficaces, seguros y de facil
administracién; ademas de que la matriz y su envase deberdn proporcionar
proteccién al principio activo ante factores como la luz, oxigeno, humedad y
temperatura, asi como enmascarar olores, sabores y controlar la liberacion del
farmaco. (Ansel, H.C, y col., 1995)

Los principales beneficios de los sistemas modernos de liberacion controlada de
farmacos es la factibilidad de controlar la cinética de liberacién con la subsecuente
disminucién de los sfectos secundarios, la posibilidad de disminuir la dosis y
aumentar los tiempos entre cada administracion; dentro de éstos nuesvos sistemas
se encuentra el uso de transportadores, cuya funcién es llevar al fa&rmaco al lugar
de accién en la dosis y tiempo deseados. (Kinam P. y col., 2000). Estos sistemas
denominados vectorizados ¢ vehiculizados suelen formar vesiculas o cuerpos
micro o nanométricos los cuales presentan algunas ventajas sobre Jas formas
farmacéuticas convencionales por el hecho de que la(s) molaculas(s) activas al
liberarse no circulan en todo el organismo libremente. Asi, el organismo es

protegido de la posible toxicidad de los fArmacos, mientras que éstos a su vez son
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protegidos de la accion del organismo y del ambiente, al mismo tiempo que se

mantiens su perfil de liberacién predeterminado. (Bernard, B. y col., 2003)

Uno de los padecimientos para los que es importante conseguir la vectorizacién
del farmaco es el cancer, ya que los agentes citostaticos empleados suelen afectar
brganos y tejidos sanos a los que llega de manera indiscriminada el farmaco
cuando es administrado mediante una forma farmacéutica convencional. (Afsaneh,
L. y col., 2002)
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Antecedentes:

1. Cancer

Cancer es el término que se atribuye a mas de 100 enfermedades que pueden
afectar cualquier parte del cuerpo. Otros terminos utilizados son tumores malignos
o neoplasias. (World Health Organization, 2006) Una caracteristica que define al
cancer es la acelerada reproduccidon celular asi como su rdpido crecimiento,
dichas células pueden invadir otros érganos provocando metastasis, lo cual puede
causar la muerte. (Ketterong, F., 1995)

El cancer es la principal causa de muerte a nivel mundial, anualmente se registran
7.6 millones de muertes, siendo asi uno de los principales problemas de salud
publica; a pesar de los avances en investigacién y tratamiento, esta situacion se
torna critica y de no implementarse estrategias de prevencion y tratamiento, para
el afio 2025 se presentaran 15.5 millones de nuevos casos. (World Health
Organization, 2008). Para México, este tipo de enfermedades son la segunda
causa de muerte en la poblacidn general, representando un alto costo para el
sistema nacional de salud. (INEGI, 2005)

Los tipos de cancer suelen ser diferentes de acuerdo al género del paciente, pero

los mas frecuentes son:

* En hombres: pulmon, estomago, higado, colon, eséfago y prostata
* En mujeres: mama, pulmoén, estdémago, colon y cérvico uterino (World
Health Organization, 2006}

En la actualidad encontramos diversos métodos disponibles para erradicar el

cancer, los cuales son:

« (Cirugia
« Radioterapia
« Quimioterapia

« Tratamientos inmunoldgicos

Gabriela Cruz Ruiz Pagina 3
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« Terapia génica (Ketterong, F., 1995)

La quimioterapia en la actualidad es uno de los tratamientos mas utilizados, y tiene
sus inicios en 1940 con Goodman y Gilman. Debido al interés por este tipo de
farmacos se observé un rapido desarrollo durante los afios 50 y 60, dando como
resultado la obtencién y ensayo de distintos farmacos {Chabner, B y col., 2005},
dentro de los cuales encontramos: (Brock, N., 1996)

¢ Antimetabolitos
*  Alcaloides

¢ Compusestos alquilantes

En 1970 se observé que el uso de este tipo de farmacos provocaba diversos
efectos adversos y en la busqueda de la disminucion de éstos se comenzé a
utilizar las terapias combinadas. (Ketterong, F., 1995) En este sentido en 1990

apareci6 la terapia génica como una alternativa.

En la terapia del cancer los farmacos sinteéticos han jugado un papel importante y
dentro de los mas utilizados encontramos a tos compuestos alquilantes. (Chabner,
B y col., 2005}

2. Compuestos Alquilantes def ADN

Los compuestos alquilantes del acido desoxirribonucléico (ADN) han sido de gran
interés por su uso como farmacos anticancerigenos, pueden ser definidos
quimicamente como electréfilos, ya que pueden reemplazar un atomo de
hidrégeno en un grupo alquilo bajo ciertas condiciones fisiolégicas. (Avendafio, C.,
2001)

La mayoria de los compuestos alquilantes se activan dentro del organismo por
medio de un metabotismo oxidativo en el cual interviene el citrocromo P-450. La
clase mas importante utilizada es la de los compuestos mostaza y compuestos de
platino. {Okita, R.T. y col., 1997)

L . |
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2.1 Compuestos Mostaza

Fueron de los primeros compuestos alquilantes anticancerigenos desarrollados
(Oliverio, V.T. y col., 1965); en este grupo podemos encontrar a la mecloretamina
que fue el primer agente sistémico aprobado para uso en el cancer; de igual
forma, al clorambucilo y la ciclofosfamida. (Wikipedia, 2007)

Este grupo tiene la caracteristica de actuar sobre los grupos alquilo del ADN,
deteniendo asi el crecimiento del tumor uniéndose con la guanina, evitando la
replicacion del ADN, lo cual impide que la célula se divida. (Denny, W. A, 2003)

2.1.1 Ciclofosfamida Monohidratada

Debido a que se observé que la concentracion de fosfamidasas es mayor en las
células neoplasicas que en las células normales, se estudiaron diversos farmacos
alquilantes con estructura de fosforamida. (Avendafio, C., 2001) Asi surgid la
ciclofosfamida, desarrollada en 1958 por Norbert Brock y la compafia
farmacéutica Asta, actualmente Baxter (Wikipedia, 2007} y fue aprobada por la
Food and Drug Administration de los Estados Unidos de Norteamérica (FDA)
como farmaco anticancerigeno en 1959, volviéndose asi hasta nuestros dias uno
de los tratamientos mas utilizados en diversos tipos de cancer como son: linfomas,
leucemias y tumores sdélidos. (Chabner, B ycol., 2005)

a) Mecanismo de Accién:

Si bien la ciclofosfamida esta clasificada como un agente alquilante, con funciones
de un farmaco citostatico-antineoplésico, también posee propiedades
inmunosupresoras (Sigma-Aldrich; 2006) y para que presente actividad terapéutica
es necesario que la molécuta original se transforme a su forma alquilante (4-
hidroxiciclofosfamida) mediante su paso por el higado en el cual es
biotransformado por el citrocromo P-450 (ver figura 1).

La bioactivacion comienza con la oxidacion en el carbono 4 (adyacente al NH),
para dar e! hidroxiderivado (4-hidroxiciclofosfamida). {Denny, W. A., 2003) Este
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metabolito se abre espontaneamente para formar la aldofosfoamida, que ya es

activa biolégicamente, ésta puede ser metabolizada de dos maneras: una es con

la intervencién de la enzima aldehido deshidrogenasa que da como resultado un

metabolito inactivo que es la carboxifosfoamida; y la via no enzimatica de la cual

obtenemos dos metabolitos toxicos que son: la fosforamida que es la responsabie

de la alquilacién del ADN vy la acroleina, responsable de los efectos adversos de
dicho farmaco. (Avendario, C., 2001)
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Fig. 1 Mecanismo de biotransformacion y accion de la ciciofosfamida (Denny, W.
A, 2003); (Avendafio, C., 2001)
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b) Farmacocinética y Farmacodinamia:

A continuacion se presenta una serie de datos importantes de este principio activo
desde el punto de vista de la farmacocinética y farmacodinamia {Denny, W. A,
2003)

Absorcion por via oral: buena
Volumen de distribucién: 0.48-0.71 L/kg

Unién a proteinas: 10-56%

Metabolismo: Hepatico para formar sus metabolitos activos; aldofosfamida,
fosforoamida y acroleina

Biodisponibilidad: >75%
Tiempo de vida media: 4-8horas

Excrecion: Por via urinaria

¢) Indicaciones Terapéuticas:
La ciclofosfamida se utiliza en diversos tipos de cancer como son:
1) Linfomas Malignos
2) Mieloma Multiple
3) Leucemias: Leucemia linfocitica crénica, lsucemia granulocitica crénica,
leucemia monocitica, leucemia linfoblastica aguda
Neuroblastoma
Adenocarcinoma de ovario

)
)

6) Retinoblastoma
) Carcinoma de mama
)

Cancer de pulmén (Bristol-Myers Squibb Company, 2005)

e —
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También se ha utilizado para tratar enfermedades inmunolégicas como:

1) Sindrome nefrético

2) Granulomatosis de Wegener

3} Artritis reumatoide

4) La enfermedad injerto contra huésped

5) El rechazo después de los trasplantes de drganos. (Avendario, C., 2001)

d) Precauciones:

Este farmaco presenta una alta toxicidad en pequeias canfidades para las células
no cancerigenas, por tal motivo su manejo es de sumo cuidado ya que puede
causar diversos problemas de salud coma son: carcinogénesis, mutagénesis,
infertilidad, problemas en vias urinarias, toxicidad cardiaca, leucopenia,
trombocitopenia, anemia, nausea, vomito, alopecia y ulceras. (Bristol-Myers
Squibb Company, 2005)

&) Inconvenientes del uso de farmacos anticancerigenos:

El problema de esta clase de tratamientos es que algunos tumores responden bien
a cierto tipo de farmacos; sin embargo aquellos pueden volverse resistentes, lo
que nos lleva a una pérdida de eficacia del farmaco, ademas de que no sélo
atacan células cancerigenas sino también las de otros tefidos. (Ketterong, F.,
1995) Por todo esto es necesaria la busqueda de alternativas farmacologicas y
tecnoldgicas para disminuir o controlar este problema de salud. (Langer, R., 1990)
Entre estas alternativas tecnolSgicas encontramos los sistemas de liberacion

controlada y su vectorizacion.

Gabriela Cruz Rulz Pégina &



Desarroilo da Polimerosomas como Sistemas de
Liberaclén Controlada de un Agente Antitumoral

3. Sistemas de liberacién controlada

Con el descubrimiento hecho en 1964 por Folkman y Long en el cual observaron
que las moléculas de farmacos hidrofobicas y de tamano pequefio (bajo peso
molecular), eran capaces de difundir a través de una pared de un tubo de silicon a
una velocidad controlada, los sistemas de liberacién controlada han ocupado un

papel importante en el disefio de medicamentos. (Qiu, L.Y. y col., 2006)

Con el uso de los polimeros los sistemas de liberacién controlada han tenido
grandes avances, ya que ofrecen la posibilidad de desarrollar tecnologfas para el
control de la liberacién logrando que los farmacos puedan ser liberados con una
cinética de orden cero por periodos de dias a afios; ademas de que representan
un alto potencial para aumentar la eficacia y a su vez disminuir los efectos
secundarios. (Kinam P. y col., 2000}

Hoy en dia el concepto de liberacién de farmacos no s6lo se encuentra limitado a
prolongar la liberacién de un farmaco; sino que también implica la distribucion
espacial en el organismo. (Qiu, L.Y. y col., 2006)

En la busqueda de estas caracteristicas se han desarrollado diversos sistemas de
liberacion controlada de farmacos en los cuales se utilizan polimeres y dentro de
elos encontramos: recubrimientos, tabletas, implantes o microcapsutas. (Vicent,
H.K. y col., 1987)

4. Microencapsulacion

l.a microencapsulacién consiste en envolver pequefias particulas sélidas, gotas de
llquido o burbujas de gas en un recubrimiento. El material de recubrimiento
(Hincal, A.A. vy col,, 2000) utilizado puede formar una capsula que también es
llamada acarreador, membrana, coraza o pared: ésta puede estar formada por

e e —
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diferentes materiales tanto naturailes o sintéticos, como: polimeros, hidrocoloides,
aztcar, cera, 0 fosfolipidos. {Dubernet, C. y col., 2000)

En la actualidad se estan desarrollando sistemas nanoencapsulados, pero la (thica
diferencia entre una microcapsula y nanocapsula es su tamafo, una microparticula
mide 1-1000 um, mientras gue una nanoparticula tiene un tamafno de 1-1000 nm,
pero ambas pueden presentar diversas formas y composicién en su membrana.
(Thies, C., 1989) Estos sistemas son ideales para el encapsulamiento y liberacién;
sin embargo deben de presentar caracteristicas de estabilidad, permeabilidad o
porosidad; y robustez mecanica. (Nikova, T.A. vy col., 2004)

a) Aplicaciones:
Sus aplicaciones estan relacionadas con su tamafio, morfologia y en especial del
tipo de membrana que presenten, ya que esta dltima puede tener diversos
grosores, Jo gue provoca una variacion en el grado de permeabilidad. (Taylor, P. y
col., 2003} Dentro de las aplicaciones mas comunes encontramos;
+  Células artificiales
s Transportadores de:
* Proteinas
= Péptidos
= Enzimas
= Hormonas
« Anticuerpos
 Farmacos
«  Pigmentos
« (Grasas
= Electrolitos
e Adsorbentes

. . ]
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El uso de la micro y nanoencapsulacién jusga un papel importante en la industria
farmacéutica; representando ciertas ventajas, entre las cuales encontramos:
(Hincal, A.A. y col., 2000)

»  Conversién de liguidos en solidos

«  Mayor fluidez

« Proteccién a agentes medioambientales

s  Almacenamiento de liquidos volatiles

s Separacion de materiales incompatibles

+ Enmascaramiento de sabores desagradables

*  Proteccion frente a jugos y enzimas digestivas

* Disminucién de la accién irritante local

* Prolongacién en los tiempos de los niveles plasmaticos

*  Mayor estabilidad

* Vectlorizacion (Thies, C. 1989)
En ocasiones estas aplicaciones en Farmacia se ven afectadas por no tener una
superficie de membrana que no sea reconocida por los fagocitos (Hincal, AAA. y
col., 2000).

Dentro de los sistemas de microencapsulacion encontramos diversas formas y una
de las mas estables, utilizadas y comunes son las vesiculas.

5. Vesfculas (latin: vesicula=pequefia burbuja)

Son micro y nanoparticulas o transportadores coloidales {Langer, R. 1990) de
estructura cerrada, que pueden presentar una o0 mas membranas formadas de
moléculas anfipaticas (Nikova, T.A. y col. 2004) y que en su interior puede
encapsular, proteger, transportar o liberar una sustancia. {(Férster, S. y col., 2005)
Estan formadas por materiales como protelnas, lipidos, carbohidratos,
tensoactivos o polimeros sintéticos. {Luo, L. y col., 2001}

Las vesicutas tienen diversas aplicaciones como son: en las formulaciones para

medicamentos, cosméticos, pinturas, como acarreadores de farmacos y en

]
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modelos de membranas biolégicas. (Poulain, N y col., 1986) Estas aplicaciones
dependen de las caracteristicas que presenta la membrana.

5.1 Caracteristicas de la membrana
Como ya se menciond anteriormente, las caracteristicas de la membrana:
robustez, estabilidad y permeabilidad, determinan el desempefio de las vesiculas y
sus aplicaciones. (Discher, B. y col., 1998) Estas propiedades pueden ser
ajustadas de acuerdo a las necesidades, (Forster, S y col.,, 2005) lo que ha
provocado la busqueda y desarrollo de diferentes tipos de vesiculas como son:
{Discher, B. y col., 1999}
a) liposomas, formados principalmente de lipidos
b) niosomas, hechos de sstructuras no idnicas anfipaticas de tamafio similar
que los lipidos
¢) peptosomas, formados por bloques de copolimeros que contienen cadenas
de polipéptidos
d) novasomas y niosomas multilaminares, desarrollados para aplicaciones
topicas y cosméticas.
e) dendrimeros, formados de polimero
f) polimerosomas, formados por blogues de copolimeros anfipaticos. (Forster,
S y col., 2005) Son mas robustas y con mayor estabilidad que los sistemas
antes mencionados, por lo cual pueden tener mdltiples aplicaciones.
{Poulain, N y col., 1996)

5.2 Vesfculas y transporte de farmacos

Las micro ¢ nanoparticulas mejoran Ila liberacibn de farmmacos y su
almacenamiento, ademas de los principios activos hidrofilicos pueden ser
incarporados en pequefios porcentajes. (Xu, J.P. y col.,, 2004} Dentro de los
primeros sistemas que se desarrollaron estan los liposomas, que fueron creados
por Chang como membranas semipermeables, sin embargo el mayor problema de

su aplicacién es su estabilidad; esto ha llevado a la bdsqueda de vesiculas mas
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estables, especificas, con mejor biocompatibilidad de los materiales y que sean
biodegradables. {Meng, F. 2003)

Una opcidn a este problema se presentd en aios recientes con el uso de blogques
de copolimeros (Vriezema, D. y col., 2003); desarrollandose a partir de éstos las
vesiculas poliméricas o polimerosomas, que han sido de gran interés después del
primer informe hecho en 1990 (Goliath, 2005) por el grupo de cientificos
compuesto por Eisenberg, Bates y Discher; desde entonces los bloques de
copolimeros anfipaticos, dendrimeros y derivados de fulerenos han sido
notificados como formadores de vesiculas, (Férster, S y col.,. 2005) y a su vez
representan una opcidén como vehiculos de liberacién de farmacos. (Pata, V. y col.,
2003)

6. Polimerosomas (vesiculas de polimeros}

El uso de copolimeros anfipaticos permite la formacion de vesiculas; las cuales
son una estrategia atractiva para obtener nuevas estructuras de encapsulacién
{Hamley, L.W., 2003). Estas estructuras son llamadas polimerosomas y son mas
que una vesicula tradicional formada por fosfolipidos; estas micro o nanoparticulas
pueden encapsular nano o picolitros de un fluido; (Discher, D. y col.,, 2002)
ademas por la baja toxicidad que pueden presentar los copolimeros, las hace una
estructura prometedora en aplicaciones destinadas a la liberacion de farmacos,
{Lorenceau, E., y col. 2005) asi como células artificiales o inclusive pueden actuar
mimetizando las membranas celulares. (Meng, F. y col., 2003) Ver figura 2.

Las vasiculas formadas por bloques de copolimeros tienen caracteristicas
similares a las que presentan las vesiculas formadas por lipidos, pero con mayor
resistencia, son mas delgadas (Jones, R.L., 2004) y semipermeables, lo que les
permite funcionar de manera similar a la membrana de las células (Business
Comunication Company. 2005) pero con una mayor estabilidad, ya que los
polimercs son moléculas mas largas que los fosfollpidos (Barry, P.L., 2003) y
tienen un mayor pesc molecular. Por tal motivo los polimerosomas han sido
comparados con las capsulas virales [as cuales estan compuestas por cadenas
largas de péptidos. (Discher, D. y col., 2006}
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Fig. 2 Representacion de un polimerosoma de tipo hidrofébico (Meng, F. 2003)

6.1 Caracteristicas del polimerosoma

Las estructuras formadas por copolimeros pueden presentar diversas formas,
configuraciones poliméricas y pesos moleculares, lo cual permite tener diversas
opciones, {Nikova, T.A. y col., 2004) es decir, dependiendo de la longitud v la
naturaleza quimica de los copolimeros, seran las propiedades y caracteristicas
que van a presentar los polimerosomas, proporcionando estructuras mas robustas

que ias de los liposomas. (Goliath, 2005)

a) Copolfmeros

Para la obtencion de copolimeros existen diferentes técnicas de copolimerizacion;
sintesis al azar y reacciones de radicales de Madix. (Anseth, K. S. y col., 1996)

La informacién que se obtiene al caracterizar una muestra polimérica es muy
valiosa, se usa para conocer y mejorar las propiedades del producto polimeérico
terminado y para controlar los procesos de produccion.

Dentro de las técnicas para identificar el copolimero formado se encuentran:
cromatografia de permeacion en gel (GPC), resonancia magnética nuclear (RMN}),

calorimetria diferencial de barrido (DSC) y solubilidad.

a.1 Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

La resonancia magnética nuclear de proton (H-NMR) y la resonancia de (130—
NMR} son las técnicas mas importantes para el estudio de la estructura de los
copolimeros, particularmente para copolimeros al azar. La interpretacion del
espectro de resonancia no solo nos permite conocer la composicion del polimero,

e S—
Gabriela Cruz Ruiz Pagina 14



Desarrollo de Polimerosomas como Sistemas de
Liberaclén Controlada de un Agente Antitumoral

sino también |a microestructura la cual determina las propiedades del material.
{Bryant, W.M.D., 1962)

a.2 Anélisis Térmico (DSC)

El andlisis térmico se ha utilizado desde hace mucho tiempo para caracterizar
sustancias. En su forma mas simple lo empleamos para obtener puntos de fusion
y a través de estas constantes fisicas se puede identificar al compuesto problema.
El andlisis térmico se puede definir de acuerdo con Wendland como la técnica
que nos permite medir cambios en las propiedades fisicas y quimicas de los
sistemas como una funcién dinamica de la temperatura. Asi cualquier propiedad
del material que cambia cuando este se somete a un programa de calentamiento

puede emplearse para su estudio termico. (Palacios, A.J. y col., 1982)

a.3 Cromatografia en Permeacion en Gel (GPC)

En los dltimos afos, se han presentado varios desarrollos a fa técnica, los cuales
han ampliado los usos potenciales de la técnica, no solamente como una
herramienta analitica, sino también como una herramienta para la caracterizacion
de polimeros. (Bryant, W.M.D., 1962)

a.4 Bicapas de copolimeros

Una bicapa de copolimeros consiste en 2 cadenas lineales de polimeros, y es
andlogo a un lipido, ya que presenta dos o mdas bloques que son anfipaticos,
{Ding, J. y col. 1998) con una estructura similar a la que presentan los lipidos; es
decir, primero se obtienen laminas de éstos y posteriormente se pueden formar
micelas en un disolvente determinado. (Jones, R.L., 2004) Asi, cuando se prepara
un copolimero se debe considerar si éste es estable o no. (Poulain, N y col., 1996)

Dentro de las caracteristicas mas importantes de un copolimero se encuentran:

a.5 Peso molecular del copolimero
Muchas caracteristicas del polimerosoma se basan en la cadena de copolimeros
gue lo forman y algunas de éstas son: la solubilidad, (Discher D. y col., 2002)
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estabilidad y simetria (Discher, B. y col., 1999). Los copolimeros utilizados en la
formacion de membranas deben de tener un peso aproximado de 2.0-20 kDa, lo
cual esta relacionado con el grosor de la membrana del polimerosomas dando
aproximadamente de 8 a 21 nm de acuerdo a cada peso molecular. (Discher, D. y
col., 2006}

a.6 Longitud de la cadena de copolimeros
Las cadenas largas de copolimeros pueden disminuir la permeabilidad de los

polimerosomas. (Discher D. y col., 2002)

b) Forma del polimerasoma
Los polimerosomas pueden poseer diversas formas como se muestra en la figura
3; esto va a depender de las condiciones de preparacién, (Forster, S y col., 2005}
asi como de factores como: la naturaleza del polimero, la longitud de la cadena de
los polimeros, (Luo, L. y col., 2001), la composician del copolimero, la naturaleza

del disclvente y la temperatura del sistema. (Soo, P.L. y col., 2004)

Lm?"

600
D %)

Fig. 3 Micrografia de diferentes tipos de vesiculas. {a) Vesiculas pequefas y
uniformes, (b) vesiculas grandes y polidispersas, (c) vesiculas atrapadas, (d)
vesiculas de vacio concéntrico, (8) cebollas, y (f) vesiculas con tubos en la pared
‘500, P.L. y col., 2004).
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¢) Grosor de la membrana

Esta caracteristica es controlada por la variacion del grado de polimerizacién de
los monomeros; (Lorenceau, E., y col., 2005) por lo tanto, el grosor de la
membrana aumenta conforme se incrementa el peso molecular del copolimero.
(Discher D. y col., 2002)

Las membranas de los polimerosomas son mas delgadas que las que forman los
fosfolipidos en las membranas naturales lo cual les permite una mejor interaccion
con las protelnas integrales de la membrana. (Férster, S y col., 2005}

6.2 Prerrequisitos para la formacion del polimerosoma

Para la elaboracién de un polimerosoma existen ciertos aspectos importantes que

deben de tomarse en cuenta:
- Aparentemente no todos los blogques de copolimeros pueden formar
polimerosomas, es decir, se deben de cumplir ciertas caracteristicas de
composicion. (Xu, J.P. y col., 2004)
- Para la formacién de polimerosomas en agua, el bloque de copolimeros debe
tener entre 20-40% de una fraccidn hidrofilica, que es la misma proporcién que
presentan los lipidos naturales. Cuando se presenta una fraccion de 45-55% se
forman micelas en forma cilindrica y entre un 55-70% predominan las micelas
esféricas. (Meng, F., 2003}
- Con bloques de copolimeros en los cuales uno de los polimeros tiene baja
temperatura de transicion vitrea, los polimerosomas se pueden formar
directamente en un medio acuoso; en contraste, los copolimeros con bloques
hidrofébicos con alta temperatura de transicién vitrea no pueden formar
directamente los polimerosomas en un medio acuoso. (Afsaneh, L. y col,
2002)

6.3 Preparacién del polimerosoma

Los polimerosomas han recibido gran interés en los ultimos afos y se ha
demostrado que pueden formarse a partir de bloques de copolimeros usando
disolventes organicos, acuosos o una de mezcla de ambos. (Discher, D. y col.,

e S ——
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2001) La formacion se lleva a cabo en dos pasos, el primero consiste en la
formacién de una bicapa anfipatica y el segundo la formacion de la vesicula
(Forster, S y col., 2005) Ver figura 4.

0 —— —
1 h —_— e -
-
IPolimera Capa anfipitica Vesicula die polimeros
tle polimeros “polimerosoma”

Fig. 4 Esquema estructural de una bicapa anfipatica de polimeros y formacion de

la vesicula (Forster, S y col., 2005)

Algunos métodos que son utilizados para la preparacion de liposomas pueden
usarse en la preparacion de polimerosomas, como son:

a) Rehidratacion de la membrana
Consiste en un procedimiento simple en el que se rehidrata un bloque de
copolimeros con una solucidn acuosa.
La parte anfipatica se disuelve en un disolvente organico, con esta solucion se
recubre una superficie de vidrio, y se evapora con el uso de vacio (Bermudez, H.,
y col. 2002); posteriormente se adiciona una solucion acuosa, la cual va a
provocar la formacion de la vesicula. (Forster, S. y col., 2005). Esta técnica es
relativamente facil de hacer ya que no se requiere de mucho equipo, sin embargo,
las vesiculas que se obtienen no son muy estables. (Menger, F.M y col., 1998)
El encapsulamiento de sustancias por este metodo se puede realizar por dos
sistemas: En el primero la encapsulacion y rehidratacién de la capa puede
realizarse al mismo tiempo, poniendo en la solucidon acuosa el material que se
desea encapsular; y en el segundo el polimerosoma se forma y posteriormente se
llena por medio de un proceso osmodtico, sin embargo, en ambos casos el
encapsulamiento tiene una baja eficiencia. (Lorenceau, E. y col., 2005}.
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b) Electroformacion

Se utiliza un campo eléctrico que en conjunto con una solucion acuosa provoca un
decrecimiento de la tensién superficial (Férster, S y col., 2005) y una diferencia en
la constante dieléctrica en los bloques del copolimero, lo cual ocasiona una
reorientacion que induce la formacién de la microesfera; éste es un método
utilizado en la formacién de vesiculas de una membrana y de tamafno 10-100 um
de diametro. (Hamley |.W. 2003)

La electroformacidn fue inventada por Angelova y Dimitrov, utilizando una celda
como la que se muestra en la figura 5, la cual consiste en dos alambres de platino
con un diametro de 0.5 mm, con un espacio entre éstos de 0.5 cm, en los cuales
se deposita la solucién de copolimeros. (Mathivet, L. y col., 1996)

Fig. 5 Ceida de electroformacion para la obtencion de vesiculas
(Estes, D.J y col., 2005)

Posteriormente se evapora el disolvente, lo gue produce una pelicula del
copolimero en la superficie de los cables de platino, la formacidn de microesferas
es posible utilizando un voltaje inicial de 0.2 V; posteriormente se aplica una
frecuencia de 10 Hz y la celda se llena con una solucidén acuosa. La frecuencia se
mantiene constante mientras que el voltaje se incrementa de 1-4 V; minutos
después es posible observar las microesferas de una sola capa, las cuales se
encuentran pegadas en el cable. Después de la aplicacion del campo eléctrico la
frecuencia se disminuye lentamente, lo cual provoca que las vesiculas se
desprendan del cable de platino, dichas vesiculas son extraidas del medio con la
ayuda de una micropipeta y un proceso de succion. Las vesiculas que se obtienen

por este método son estables por dias e inclusive por semanas.
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La electroformacion puede hacerse también con el uso de placas recubiertas con
material conductor como éxido de estafio-indio (ITO), separadas con una distancia
de 0.3 mm con la ayuda de una membrana de silicon (ver figura 6). La solucién de
copolimeros se coloca en la placa recubierta, se evapora el exceso y se deja
secar. Con la ayuda de una camara de teflén se colocan los cables y se aplica el
campo eléctrico iniciando con 1 V y 10 Hz de frecuencia, aproximadamente en dos
horas se observaran las vesiculas, las cuales se pueden extraer con una

micropipeta. (Estes, D.J y col., 2005)

Vidrlo ITO
illelololelw

agua

aalelale)
[ Vidrio ITO

4

[ Vidro ITO |

Fig. 6 Obtencidn de polimerosomas por electroformacion con el uso de placas
recubiertas con ITO (Taylor, P. y col,, 2003)

¢) Disolventes Organicos

En este método primero es disuelto el blogue de copolimeros en un disolvente
miscible en agua, por ejemplo, dioxano, tetrahidrofurano (THF) o dimetilfurano
{DMF); posteriormente se adiciona agua, la cual incrementa la tensién interfacial
provocando la formacion de las vesiculas. (Meng, F., 2003) Una vez que se
obtuvieron los polimerosomas el disolvente se evapora con la finalidad de que
dichas estructuras sean mas estables. Cuando las vesiculas se van a preparar a
partir de copolimeros de aito peso molecular se requiere el uso de codisolventes.
(Forster, S. y col., 2005)
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d) Microfiuidos

Con la ayuda de microcanales o dispositivos estos métodos se han ido
convirtiendo en sistemas mas robustos con los que se induce la formacion de
microcapsulas mediante el uso de fluidos inmiscibles, 1o cual permite generar
perfectas estructuras esféricas de encapsulacion. (Essencial Science Indicador,
2007) El didmetro de estas particulas depende del tamafo de los capilares, los
cuales se encuentran dentro de-un rango de 10 — 100 um; sin embargo también
puede ser modificado mediante la variacién en el flujo de cada fase. Como
resultado se obtienen pequefias gotas © capsulas creadas en condiciones
homogéneas y controladas. Como todo el proceso de formacién de las
microesferas se lleva a cabo en una distancia muy corta y a flujos muy rapidos,
esta formacion se realiza en milisegundos. (Joanicoy, M. y col., 2005) Con esta
técnica se pueden obtener emulsiones monodispersas y es posible realizar este
tipo de capsulas en un solo paso, mediante la formacién de una doble emulsion
que consiste en una o mas gotas pequenas suspendidas en una gota mas grande
de un segundo liquido inmiscible; el cual es suspendido sn un tercer liquido
inmiscible. De esta manera se pueden generar dos tipos de emulsiones
agua/aceite/agua (w/o/w) y la inversa aceite/agua/aceite (o/w/0).

El método de obtencion de polimerosomas a partir de un sistema de doble
emulsién es posible mediante !a precipitacion de un bloque de copolimeros y por
la adicion de un disolvente que no es afin a uno de los bloques del copolimero
utilizado, (Utada, A.S. y col., 2005). Dicho copolimero se encuentra disuelto en un
disolvente organico, el cual es la fase media del sisterma, mientras que la fase
interna y externa va a estar formada por solucionas acuosas. En el caso de una
emulsién w/o/w; los polimerosomas son formados después de la completa
evaporacion del disolvente orgénico; esta técnica permite el control en el tamafio
de los polimerosomas y a su vez la separacién del fluido interno del externo,
(Lorenceau, E. y col., 2005) ya que el fluido intermedio actlia como una barrera
adicional que separa a un fluido de otro, (Utada, A.S. y col.,, 2005) lo cual

proporciona una encapsulacién eficiente como se observa en la figura 7
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(Lorenceau, E. y col., 2005} y es posible aumentar la liberacion de sustancias

tanto hidrofébicas como hidrofilicas. {Nikova, T.A. y col 2004).

Fig. 7 (a) Polimerosomas obtenidos por la técnica de microfiuidos en un sistema
de doble emulsion, (b) polimerosomas obtenidos por un procesoc de doble

mezclado en un sistema de doble emulsién (Shum, A. H. C y col., 2008)

Este método representa un gran avance en las aplicaciones de los polimerosomas
en las diversas industrias como son la farmacéutica, alimentaria, cosmética y
quimica. (Powell, A., 2005) ya que las dobles emulsiones normalmente se hacen
en dos pasos, el primero consiste formar una emulsién la cual va a contener a la
fase intema y media, después en el segundo paso se realiza la emulsién por
medio de un proceso de dispersién, lo cual provoca sistemas polidispersos,
ademas de que no se tiene un control sobre el numero de las gotas encapsuladas
y las capsulas formadas son poco estables. (Utada, A.S. y col., 2005)
En la caracterizaciéon de polimerosomas se pueden utilizar diversas técnicas las
cuales son:

a) Microscopia

b) RMN

¢} Reologia

6.4 Liberacion

Las condiciones de inicio de liberacion del compuesto contenido en la vesicula
pueden ser diversas; y van a depender del tipo de copolimero que forma la
membrana asi como de su peso molecular. (Qiu, L.Y. y col., 2006)

e A —
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Dicha liberacién puede ser mediante diversos mecanismos:
1) Fisicos: difusion
2) -Quimicos: agentes de reduccion, luz UV, cambio de pH, uso de temperatura
3) Biologicos: uso de enzimas (Ding, J. y col., 1998)
Las técnicas basadas en procedimientos quimicos y bioldgicos son muy Utiles en
estudios exploratorios encaminados a observar la apertura 0 descomposicion de la
membrana para desarrollar otros sistemas de analisis que permitan identificar el

mecanismo de la liberacion y determinar su cinética.

6.5 Ventajas de los polimerosomas

La estructura que presentan los liposomas y los polimerosomas son similares,
ambos estan formados por capas anfipaticas como se muestra en la figura 8;
(Forster, S. y col., 2005) sin embargo, los liposomas son poco estables tanto
mecanica como biolégicamente, (Ding, J. y col, 1998} en cambio, los
polimerosomas representan multiples ventajas sobre aquel tipo de vesiculas,
debido a que tienen una mayor estabilidad mecanica, mejor flexibilidad y permiten
medificaciones en el grosor asi como en la composicion quimica de la membrana.
{Pata, V. y col., 2003)
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Lipoasoma Poliimerasoma

Fig. 8 Estructura tipica de un liposoma y polimerosoma (Fdrster, S y col., 2005)
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6.6 Polimerosomas en la liberacion de farmacos

Las vesiculas de liberacion de famacos deben de ser robustas con una liberacion
adecuada del farmaco, {Qiu, LY. y col, 2006) por tal motivo, debido a sus
caracteristicas mecanicas y de estabilidad, los polimerosomas tienen diversos
usos, uno de los mas potenciales es el transporte, ya que poseen un gran espacio
en su lumen lo que puede ser benéfico en la administracibn de moléculas de
origen biolégico como las proteinas y los genes, (Ding, J. y col., 1998) asi como
distintos compuestos farmacéuticos. (Barry, P.L., 2003) Como se muestra en la

figura 9.

h<———=a Moembrana

Fig. 9 Estructura de un polimerosoma cargado con famaco (Encapson Innovative

Block Copolymers)

Las aplicaciones de estas vesiculas en la liberacion de farmacos se puede ver
beneficiada ya que los polimerosomas no sufren cambios en la tension de la
membrana por cambios en el voltaje. (Aranda-Espinoza. H. y col., 2001) Ademas,
con el uso de polimerosomas podemos controlar la liberacion del farmaco (Barry,
P.L., 2003}, lo cual nos permite aumentar el tiempo de circulacion del farmaco en
sangre, este tipo de vesiculas representa una alternativa en los fratamientos con
anticancerigenos permitiéndonos transportar agentes terapéuticos directamente al
tumor, (Goliath, 2005} lo cual puede ser una propuesta importante para mejorar la

relacion costo beneficio del farmaco. (Ding, J. y col., 1998)

e .
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6.7 Polimerosomas y Cancer

Cuando se administra un farmaco anticancerigeno por via intravenosa, éste es
distribuido por el cuerpo en base a las propiedades fisicoquimicas de la molécula.
Sin embargo, las concentraciones indicadas terapéuticamente no llegan por
completo at tejido que presenta el tumor, provocando una disminucion en ia
efectividad de la terapia y para el resto de los tejidos tiene un efecto toxicolégico.
El uso de transportadores como los polimerosomas representa un avance en la
terapia especifica del cancer; (Fattal, E. y col., 2002) ya que no sdélo sirven para
transportar al agente antitumoral sino que facilitan el paso por membrana celular,
(Zhou, Y. y col., 2005) permiten la liberacién del farmaco en diferentes sitios
intracelulares y a su vez la disminucion del tamafio de los tumores. (Ahmed, F. y
col., 2005)

En la actualidad existen pocos estudios scbre el uso de polimerosomas en cancer,
sin embargo, las investigaciones son alentadoras; en estudios in vivo se ha
observado la disminucién considerable del tamano del tumor en ratones después
de la administracién por via intravencsa de polimerosomas que contienen
doxorrubicina cuya membrana estd compuesta por un copolimero formado [PEG-
PS] (polietilenglicol-poliéster). (Disher, D. y col., 2006} En otro estudic que se
utilizé el mismo farmaco pero se cambio la composicidbn de la membrana por
[FEO-PBD] (polietileno-polibutadieno), se observd una eficiencia similar a la que
presentan los liposomas; por o tanto dichas vesiculas pueden ser utilizadas en la
liberacion controlada de farmacos. (Discher D. y col., 2002} Inclusive se ha
observado que los polimerosomas disminuyen la depuracién de higado y bazo, por
lo cual pueden circular por mas tiempo en sangre, ademas el transporte y
liberacién de farmacos en el citosol, se encontraria limitado por el acarreador y la
liberacién del farmaco. (Ahmed, F. y col., 2005)

-_—  —————————
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7. Caracteristicas fisicoquimicas de los excipientes

a) Acido Acrifico (AA)

/YOH

O

Formula Molecular: C3Hs0O7
Peso Molecular: 72.07
Punto de Ebullicidn: 139.0C
Punto de Congelacion 13T
Punto de Ignicién 50C
Densidad: 1.051g/mL
Solubilidad: Soluble en agua (Polymer Handbook, 1999)
Inhibidor: Hidroquinona

b) Acrilato de butilo (BA)

/YO\/\/

0
Férmula Molecular: C7H1202
Peso Molecular: 128.17
Punto de Ebullicién: 144.0-149.0C
Punto de Congelacién -64C
Punto de Ignicién 39C
Densidad: 1.051g/mL
Solubilidad: Insoluble en agua {Polymer Handbook, 1999)
Inhibidor: Hidroquinona
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c) Hidroquinona

aH
a
HO X
Sinénimo:

Formula Molecular:

Peaso Molecular:

Punto de Ebuliicién:

Densidad:
Solubilidad:

1,4-Bencenodiol

CesHgO2

110.11

285.0-287.0C

1.332g/mL

Soluble en agua (The Merck Index, 2000)

d) Copollmeros donados por Rhodia

Copolimero [PBA-PAA]

Copolimeros:
Peso Molecular:

Solubilidad:

Poli butil acrilato- acido poli acrilico
15 000g/mol

7 500g/mol [PBA]

7 500g/mol [PAA]

[PBA] insoluble en agua

[PAA] Soluble en agua

indice de polidispersidad: 1.8 {(Nikova, T.A. y col. 2004)

Terpolimero [(PBA-PDEGA)-PAA]

Copolimeros:

FPeso Molecular:

Solubilidad:

[(Poli butil acrilato - poli (di (etilenglicol) acrilato de etil
éter} - acido poli acrilico]

15 000g/mol

7 500g/mol [PBA]

7 500g/mol [PAA]

((PBA-PDEGA]}] insoluble en agua

[PAA] Soluble en agua

Gabriela Cruz Ruiz
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@) Aqua Destilada

H,0O

Férmula Molecular: H,O

Peso Molecular: 18.01

Punto de Ebullicion: 100C

Densidad: 0.992g/mL

Estado Fisico: Liguido

Color: Translucido

Solubilidad: Completamente miscible en etanol (The Merck Index,
2000)

f) Tolueno

CH,

Sinonimo: Metil benceno

Férmula Molecular: CsHs

Peso Molecular: 92.14

Punto de Ebullicién: 110.60TC

Densidad: 0.866g/mL

Estado Fisico: Liquido

Color: Translicido

Solubilidad: Paco soluble en agua, completamente miscible en

etanol, acetona, hexano y diclorometano {The Merck
Index, 2000)

___ |
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g} Tetrahidrofurano (THF)
O

Sinénimo: Oxaciclopentano
Férmula Molecular: C4Hs0
Peso Molecular: 72.41
Punto de Ebullicion: 66.0C
Densidad: 0.889g/mL
Estado Fisico: Liquido
Color: Translacido
Solubilidad: Soluble en agua (The Merck Index, 2000)
h) Giicerol
Ho/\/\OH
OH
Sinénimo: Propano-1,2,3-triol
Férmula Molecular: CsHs{OH)a
Peso Molecular: 92.09g/mol
Punto de Ebullicion: 290.0C
Densidad: 1.261g/mL
Estado Fisico: Liquido
Color: Translucido
Solubilidad: Poco soluble en agua, completamente miscible en

etanol, acetona, hexano y diclorometano (The Merck
Index, 2000)

b —_______ |
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8. Caracteristicas fisicoquimicas del principio activo
a) Ciclofosfamida Monohidratada:

(\/CI

O\ /N\/\CI + H20

Px
[0
&NH

Sinénimo: Citoxan

Férmula Molecular: C7H45CIaN2QO5P - HoO

Peso Molecular: 2791

Punto de Fusidn: 41-45C

Estado Fisico: Sdlido

Forma: Cristal

Color: Blanco (The Merck Index, 2000)

Solubilidad: Soluble en agua (40mg/mL); parciaimente soluble en

benceno, tetracloruro de carbono, dioxano; insoluble en
éter. (Sigma-Aldrich 2006)

- 0
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Planteamiento del Problema:

El diseno y desarrollo de un vehiculo que permita vectorizar compuestos
anticancerigenos de modo que éstos se dirijan a fas células blanco, potenciando
asi su efecto terapéutico y disminuyendo sus efectos adversos, requiere la
realizacion de estudios de preformulacion y formulacidon con aditivos que permitan
obtener un sistema farmacéutico capaz de cumplir con la vectorizacién y con una
liberacion determinada del activo.

Para la vectorizacion de sustancias anticancerigenas, como es el caso del
compuesto alquilante det ADN: ciclofosfamida, una opcién tecnolégica innovadora
la constituye la formacién de polimerosomas a partir de copolimeros anfipaticos,
para lo cual se requiere estudiar los métodos y condiciones del sistema que
permitan la formacion de la vesicula y el encapsulamiento del farmaco, asi como
establecer los factores de estabilizacién del sistema y de la liberacion del principio

activo.

e —
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Hipotesis:

Si en un sistema de doble emulsibn en presencia de ciclofosfamida: la
concentracidn del copolimero [PBA-PAA] se encuentra en un intervalo de 1.0-1.5%

en peso, se obtendra un polimerosoma capaz de encapsular dicho farmaco

- " " —
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Objetivos:

a) General

Determinar las condiciones de un sistema que permita la obtencién de
polimerosomas de ciclofosfamida

b) Particulares
1. Realizar la sintesis de un copolimero [PBA-PAA] por copolimerizacion al azar,

determinando las condiciones experimentales para su obtencian.

2. Seleccionar la metodologia adecuada para el desarrollo de polimerosomas de
[PBA-PAA].

3. Caracterizar los polimerosomas obtenidos por microscopia.

4. Probar |a utilidad del método de formacién de polimerosoma seleccionado en el
encapsulamiento de un farmaco antitumorat.

e ——
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Materiales y Método:

En el siguiente diagrama se muestra [a metodologia que se siguié durante el

desarrollo de este trabajo:

Obtencidn del copolimero

Técnicas de
copolimerizacion

Copolimerizacién al azar; ver figura 11

| | Radicales Madix (Rhodia) |

Obtencién de
Polimerosomas

Uso de

codisol-

vantas {inyactidn)

Rehidratacién da la
palicuia

Electroformadcion

Microfluidos

Encapsulamiento det
farmaco

| Degradacién de la membrana del polimerosoma cargado con firmaco |

Fig. 10 Esquema general del proceso experimental seguido para la obtencion

del copolimero a partir de mondémeros y su posterior transformacion en

las vesiculas poliméricas o polimerosomas.

Gabriela Cruz Rulz
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1. Copolimerizacién al azar mediante distintas técnicas a partir de los monémeros

acrilato de butilo y acido acrilico:

Para la obtencion del copolimero formado por [PBA-PAA] se utilizaron los
monémeros correspondientes; acrilato de butilo (BA) y acido acrilico (AA), los
cuales fueron adquirdos de Sigma-Aldrich. Para eliminar el inhibidor
{(hidroquinona} se realizd0 una destilacion utilizando un rotavapor de la marca
Bichi, modelo R-200, a 144°C y 141 respeclivamen te, ccupandose para las
pruebas el cuerpo de destilacion de los monomeros. Debido a que se tiene como
antecedente que la reaccidén de los mondmercs es 2:1 en esie estudio se
mantuvieron  las mismas condiciones y se probé el efecto del agente
polimerizante: luz UV (254 y 302 nm), microondas (frecuencia 2450 MHz, potencia
del magnetron 700 W), calentamiento (70 y 110T) y sonicacion, ver figura 10.

Probando los iniciadores A, B y C, dependiendo de la técnica a utilizar.

UV
202nm

I Microondas | [ Calentamiento

Fig. 11 Técnicas copolimerizacion al azar

Procedimiento. En un vaso de precipitados se colocaron 10 mL de AA, 5 mL de
BA, v una cantidad definida de iniciador C.
Para la técnica de sonicacidon se evalué el efecto del tiempo de expaosicion al

movimiento ondulatorioc a una temperatura de 75C y 50% de amplitud. EI

- "
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intervalo de tiempo fue de 10-20 minutos. Para eliminar el exceso de monémeros
fue necesario el uso de vacio durante 24 h.

Identificacién y rendimiento del producto. Para determinar las caracteristicas del
copolimero formado se realizaron las pruebas de solubilidad con una mezcla de
THF/Tolueno; una vez que se determiné cual era e! mejor copolimero en base a la
solubilidad se determino su peso molecular mediante la técnica de GPC. La
determinacion del producto de la reaccién se calculd en funcién del peso del
producto sdlido haciendo el ajuste correspondiente considerando la densidad de
los reactivos liquidos.

2. Obtencién del polimerosoma:

a) Uso de codisolventes (inysccion):

Se prepard una solucidén de copolimero con una concentracion de 1% en peso de
copolimero [PBA-PAA] en una mezcla THF/Tolueno 50-50% en peso y se mantuvo
en agitacion por 24 h.

Para recibir y favorecer la formacién de los polimerosomas se prepard una
solucion glicerol/agua 80:20.

Se utilizaron 2 bombas peristalticas marca VWR, las cuales fueron
acondicionadas con 2 carretilias de microgoteo y en la punta de la manguera se
contaba con una aguja de calibre 27; en una se colocé la solucion de copolimero,
en la otra 5mL de agua, y en un matraz Erenmeyer se colocaron 3 mL de la
solucién de glicerolfagua, se inyectaron ambas soluciones a un flujo volumetrico

de 0.3 ml/min, con agitacién constante.

b) Rehidratacion de la pelicula:
Se prepar¢é una solucidn de copolimero en una concentracion de 4 mg/mL
disueltos en THF. Se aplicd la solucion a una placa de vidrio, evaporando el
exceso con nitrégeno; se secd con el uso de vacio por 24 h, y posteriormente se
rehidraté con agua destilada para la obtencion de polimerosomas.

s S —
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¢) Elsctroformacion:

El dispositivo utilizado se muestra en la figura 12. Para recubrir los cables de
cobre fue necesario preparar una solucién de copollmero en THF con una
concentracion de 4 mg/ml, secando el exceso de solucidn con una comiente de
nitrogeno, posteriormente los cables se secaron en vacio por 24 h. Se colocaron
en la camara de teflon, la cual tiene una separacion de 5mm entre los cables, la
camara se coloco sobre un portaobjetos con ITO {6xido de indio-estano), y se hizo
pasar la cormiente eléctrica por los cables con una frecuencia de 10 Hz y un voltaje
de 10 V, durante 90 min.

Fig. 12 Sistema para la formacion de polimerosomas por el método de

electroformacion,

Para observar los resultados obtenidos se utilizd un microscopio marca Leica
Modelo DMIRBE.

d) Microfluidos:
Este método de obtencion de polimerosomas requiere el uso de un dispositivo que
se muestra en la figura 13, el cual se construyd mediante el uso de capilares de
vidrio y agujas; los capilares de 1 mm de diametro fueron alargados con el equipo
“flaming/brown micropippette pulier” de la marca Sutter Instruments modelo P-67,
el cual les proporciona el angulo, mientras que la abertura de los capilares se
realizd con el microscopio Microforge MF-830, obteniendo para el capilar de
inyeccion una abertura de 20 pm y para el de recoleccion o salida 65 pm; ambos

capilares fueron insertados en un capilar cuadrado de 1 mm de lado.

== === eee—e)
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Para la inyeccion de las fases que formaran los polimerosomas es necesaro el
uso de agujas sin punta con un calibre del nimero 27, las cuales fueron colocadas
en el inicio y fin del capilar cuadrado y la tercera al final del capilar de entrada de
la fase intema. En la figura 14 se muestra la representacion esquematica del
sistema de operacién del dispositivo de la figura 13 y en la figura 15 se puede
observar todo este sistema utilizado en el laboratorio de la Escuela de Ingenieria y

Ciencias Aplicadas de la Universidad de Harvard.

Fig. 13 Dispositivo utilizado para ia formacion de polimerosomas por el método de

microfluidos

Para la obtencién de polimerosomas por esta técnica se utilizaron ios copolimeros

proporcionados por Rhodia y el copolimero obtenido por sonicacion.

Para cada experimento se prepararon las siguientes soluciones:

Fase Interna: mezcla glicerol-agua 5%

Fase Media: solucibn de copolimeros al 0.5% en pesc en una mezcla de
THF/tolueno 30-70%

Fase Externa: agua/glicerol 50-50%.

Las tres fases se inyectaron al dispositivo por medic de tres bombas de inyeccion
programable, marca Harvard Apparatus, modelo PHD 200; las primeras
condiciones de flujo a evaluar fueron las reportadas en la literatura (Utada, A. S. y
col. 2005} y son las siguientes: fase intema 2500 ul/ min, fase media 450 pL/ min
y fase externa 350 pl/ min.

L. — ]
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De acuerdo a los resultados obtenidos se evaluaron tres condiciones mas para la
obtencién de los polimerosomas:
a) Fase interna 3750 pul/ min, fase media 450 ul/ min y fase externa 350 ul/
min
b) Fase interna 5000 uL/ min, fase media 1700 ulL/min y fase externa 650
pul/min
¢} Fase interna 250 pL/ min, fase media 500 pL/ min y fase externa 7000 nuL/

min

Fase Medlia

=

Fase Externa g

« -
Tubo d¢ Salida Tithe de lnyeccmn)
T

Fig. 14 Esquema microscopico del dispositivo utilizado para la formacion de

polimerosomas por el método de microfluidos (Utada, A.S. y col. 2005)

Para observar la formacion de las vesiculas se utilizé un microscopio marca Leica
Modelo DMIRBE al cual se le adaptd una camara de alta velocidad (Phantom
V5.0)
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Fig. 15 Sistema utilizado para la obtencion de polimerosomas por la técnica de
microfluidos (Laboratorio de la Escuela de ingenieria y Ciencias Aplicadas,
Universidad de Harvard)

3. Prueba de encapsulamiento del polimerosoma:

Para verificar la formacidon de las vesiculas mediante la técnica de microfluidos,
con el biogque de copollmeros [PBA-PAA] [7500-7500] 15 000, se utilizd en 20 mg
de la fase interna 20 pg de fiuoresceina como colorante que permitiera ocbservar la

capacidad del sistema para la formacion y el encapsulamiento del polimerosoma.

4. Secado-hidratacion del polimerosoma.

Se realizé una prueba de secado-hidratacion, en fa cual se dejaron evaporar los
disolventes en los que se enconiraban los polimerosomas y después de la
evaporacién se observaron las muestras en el microscopio; posteriormente se
hidrataron con una solucién de agua/glicerol 50-50%, y nuevamente se observaron

en el microscopio.

5. Encapsulamiento del farmaco en el polimerosoma:

El encapsulamiento del farmaco se realizo mediante la técnica de microfluidos, 1a

cual consiste en ia formacidn de polimerosomas a partir de una doble emulsion

L e ___
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Como fase externa se utilizo una solucién de agua/glicerol 50-50%; la fase media
se constifuyd de una solucion al 0.5% en peso del copolimero formado por [PBA-
PAA] [7500-7500], disuelto en THF/tolueno 30-70%; para la fase interna se
prepar¢ una solucién de ciclofosfamida con una concentracion de 10 mg/mL en
una mezcla de glicerol/agua al 5%.
A partir de los resultados que se obtuvieron en la formacién de los polimerosomas
sin farmaco se utilizaron los siguientes flujos de alimentacidén para cada fase:
a. Interna: 250 pL/min
b. Media: 500 uL/min
c. Externa: 7000 pL/min
De acuerdo a la literatura publicada (Utada A.S. y col 2005) esta técnica asegura
et encapsulamiento del fArmaco sobre la base de que estando disuelto el activo en
la fase interna éste quedara en el interior de la vesicula una vez formada la doble
emulsion.
La cantidad teérica de farmaco encapsulado por el polimerosoma se calculara en
base a la férmula matematica para calcular el volumen de un cuerpo esférico.
4
SR
3

6. Observacion de la degradacidn de la membrana del pofimerosoma cargado con

farmaco:

En un portaobjetos se colocd 0.5 mL de una dispersién de polimerosomas
cargadas con farmaco y se fe adicioné 1 mL de HCI 1M con un pH 1.2; dicha
muestra se observd en el microscopio a diferentes intervalos de tiempo durante
60 h.
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Resultados y Discusién:

1. Copolimerizacion al azar mediante distintas {écnicas a partir de los monémeros

gcrilato de butilo v cido acrilico:

Sintesis del copolfmero:
a) Luz UV 254 nm

La luz UV de 254nm no fue suficiente para iniciar 1a copolimerizacion de los
mondmeros sin destilar, en el caso del uso del iniciador A, tampoco fue suficiente
ya que el reactivo no tenia la potencia que se requeria para iniciar la reaccién
{Anexo |, tabla 1).

b) Luz UV 302 nm

No se obtuvo copolimero cuando Unicamente se utilizd luz UV por 20 minutos, en
la combinacién de luz UV e iniciador A no se formé el copolimero, en el caso del
uso de luz UV mas iniciador B, vemos que se formd un gel, de consistencia dura y
aspecto transtucido (Anexo |, tabla 2).

En los resuitados que se obtuvieron con el uso de luz UV 302 nm con un tiempo
de exposicién de 30 minutos se observa que con el uso de ésta no es suficiente
para la formacién del copolimero, cuando se hace la combinacion de luz UV mas
el iniciador A, se obtiene un copolimero sin embargo la cantidad es muy poca, con
el uso de luz UV 302 nm y el iniciador B se observa mayor cantidad de
copolimero, el cual es un gel traslucido (Anexo 1, tabla 3).

¢) Microondas

En los resultados se observa que el uso de microondas combinado con el iniciador
C permite la formacién de gran cantidad de copolimero, dando como resultado un
solide muy duro de color blanco, sin embargo no fue posible desprenderlo del tubo
de ensayo, motivo por el cual no se determino el rendimiento de la reaccion
(Anexo 1, tabla 4).
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d) Calentamiento

En los ambos casos la temperatura con el uso del iniciador B no es suficiente

como para producir el copolimero (Anexo 1, tabla 5).
) Sonicador

Otro método utilizado para 1a formacion del copolimero, fue el de sonicacidn, en el
anexo 1, tabla 6 se muestran los resultados que se obtuvieron, se observa que la
formacion del copolimero fue posible mediante el uso del sonicador mas el
iniciador C,

Et copolimero que se obtuvo por medio de la técnica de sonicacion, es un sélido
de color blanco; de aspecto duro e inodoro (figura 16); después de la aplicacién de
vacio fue posible eliminar los mondmeros que no copolimerizaron. Ademas de la
apariencia fisica se observa un cambio de los reactivos del estado liquido a sélido,
la formacién del copolimero [PBA-PAA], su peso peso molecular promedio en
numero (Mn) es de 352 g/mol y su peso molecular promedio en peso (Mw) es de

360 g/mol los cuales se determinaron por medio de GPC (figura 17).

Fig. 16 Copolimero [PBA-PAA], obtenido por el método de sonicacion

—————— ™ |
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Fig. 17 GPC del copolimero [PBA-PAA], obtenido por sonicacién.

E! rendimiento total del copolimero por éste método fue de 83.45%, el cual fue alto
comparado con otros métodos (luz UV, microondas y calentamiento), en los que
las cantidades obtenidas son menores.

El copolimero es insoluble en agua, etanol, acetona y cloroformo, por pertenecer
al grupo de los acrilatos, sélo fue posible solubilizarlo en THF.

2. Obtencitn del polimerosoma mediante distintas técnicas:
a) Uso de codisolventes (inyeccion)

La obtencion de los polimerosomas por esta técnica fue posible utilizando el
copolimero que se obtuvo por el método de sonicacién; los polimerosomas
presentaban solo una membrana (fig. 18), sin embargo éstos fueron inestables, ya
gue en poco tiempo se rompian; ademas, junto con el farmaco se encapsulaba el
disolvente utilizado para la formacidn de dichas estructuras; por estos motivos no

fueron candidatos a ser utilizados en el encapsulamiento del farmaco.
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Fig 18. Polimerosomas de una sola membrana

b) Hidratacion de la pelicula;

Cuando se ulilizé el copolimero [PBA-PAA] que se obluvo por sonicacion, por esta
técnica no se obtuvieron polimerosomas; lo mismo sucedié con los copolimeros
proporcionados por Rhodia: [(PBA-PDGEA)}-PAA] y [PBA-PAA]; posiblemente por
el peso molecular que presentaban los compuestos, no eran candidatos a esta

técnica, lo cual se ve reflejado en la ineficaz formacién de polimerosomas.

c¢) Electroformacion:

Por este método no fue posible 1a obtencion de polimerosomas con ninguno de los
tres copolimeros; ((PBA-PAA]; [(PBA-PDGEA)-PAA] y {PBA-PAA]). En todos los
casos solo se observaba el desprendimiento de los copollmeros que recubrian los
cables; se considera que la frecuencia de corriente utilizada no fue la adecuada,
motivo por el cual no fue posible Ia formacion de dichas estructuras.

Debido a |a transicion vitrea del PAA (-35T) (Lore nceau, E. y col. 2005) se penso
que era necesario aplicar un aumento de temperatura del sistema (80T) (Discher,

D. y col. 2006); sin embargo, no se observo cambio alguno.

oo ——————— e ]
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d} Microfiuidos:

Se probaron las diversas condiciones de flujo con los tres copolimeros; sin
embargo, con el copolimero que se obtuvo por sonicacion, formado por [PBA-PAA]}
no fue posible la obtencion de polimerosomas; lo mismo sucedid con el
terpolimero [(PBA-PDGEA)-PAA]. Lo anterior es debido a que nunca se logro un
equilibrio entre los flujos de las fases, lo que es resuitado de las caracteristicas

{peso molecular, longitud, conformacion y distribucién de las cadenas) de éstos.

La formacion de polimerosomas con et copolimero [PBA-PAA] 7 500-7 500 para
dar un peso total de 15 000 g/mol, fue posible con las 2 primeras condiciones de
flujo ( @) Fase interna 3750 ul/ min, fase media 450 uL/ min y fase externa 350 pL/
min y b) Fase interna 5000 pL/ min, fase media 1700 uL/min y fase externa 650
ul/min); sin embargo, las vesiculas obtenidas no tuvieron las caracteristicas
buscadas (doble emulsion}, ademas se observd que se presenta coalescencia de
la fase interna del polimerosoma (figura 19), o inclusive las estructuras eran de

diversos tamaios dando como resultado emuisiones polidispersas (figura 20).

Fig. 19 Polimerosomas cuya fase interna presenta coalescencia

R ———
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Fig. 20 Polimerosomas polidispersos en el dispositivo, vista microscopica.

Con las condiciones de: fase interna 5000 pL/ min, fase media 1700 uL/min y fase
externa 650 ul/min fue posible la formacion de las estructuras, por medio de un
sistema de doble emulsién figura 21, en donde el polimerosoma esta en proceso

de formacién y en la figura 22, se presentan para su recoleccion.

V"‘” e
1 "—"\‘,I‘
T

Fig. 21 Polimerosomas en el dispositivo, vista microscopica

Por medio de este método los polimerosomas que se obtuvieron fueron de tamarno

micrométrico y uniforme..
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Fig. 22 Polimerosomas en el capilar de recoleccién
Los polimerosomas se recolectaron directamente de la salida del sistema, los
cuales a simple vista se mostraban como una emulsion de color blanco; debido a

su posible inestabilidad fue necesano recolectardos en un medio acuoso (figura
23).

Paolimerosomas

Agua

Fig. 23 Potimerosomas suspendidos en agua, contenidos en un tubo de ensayo

de 10 mL; los cuales fueron obtenidos por el método de microfluidos.

Posteriormente los polimerosomas se observaron en el microscopic con la
finalidad de verificar su estabilidad a la evaporacian del disolvente con respecto a

los tiempos marcados siendo éstos 5, 10, 20 y 25 minutos; durante los cuales las

e TP
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vesiculas demostraron ser estables, aun sin estar dispersos en la solucion de

glicerolfagua 50%-50%. Esto se puede observar en las figuras 24, 25, 26 y 27.

Fig. 24 Polimerosomas. Tiempo 5 minutos. Objetivo 40X

Fig. 25 Polimerosomas. Tiempo 10 minutos Objetivo 40X
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Fig. 27 Polimerosomas. Tiempo 25minutos. Objetivo 40X

Los polimerosomas observados al tiempo de 25 minutos presentan una doble

membrana, debide a que su formacion fue por medic de un sistema de doble

emuision.

S S —C—
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Cuando se probaron las ultimas condiciones de flujo se pudo observar gue en este
método el tamano de los polimerosomas depende del flujo de las diferentes fases.
En la figura 28 el choque de fases tiene las siguientes velocidades: fase interna
5000 pl/min, fase media 1700 plU/min y fase externa 650 ub/min dandonos
polimerosomas de mayor tamafo, en cambio en la figura 29 al cambiar el flujo de
las fases: fase interna 250 uL/min, fase media 500 pL/min y fase externa 7000
ul/min se obtuvieron polimerosomas de menor tamaiio (aproximadamente

aproximadamente 18 um).

10 (0100099

Fig. 28 Polimerosomas, método de microfluidos, flujo de las fases: Fase interna
5000 uLY min; fase media, 1700 pL/min y fase externa 650 plL/min.
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Fig 29. Polimerosomas, método de microfluidos, flujo de las fases: Fase interna
250 L/ min; fase media 500 uly min y fase externa 7000 uL/ min.

A partir de estos resultados se determind que las mejores condiciones para
encapsular el farmaco son las siguientes: fase interna 250 ulL/min, fase media 500
pl/min y fase externa 7000 ul/min, ya que permitieron obtener polimerosomas

monodispersos, estables y con un menor tamafo.

3. Prueba de encapsulamiento:

Para realizar esta prueba se empled fluoresceina con la finalidad de diferenciar el
interior y el exterior del polimerosema para su observacion al microscopio, pero
debido a la baja concentracion de fluoresceina (1pg por 1 mL de fase interna), no
se logro dicho objetivo, por lo que esta prueba tendra que optimizarse en estudios
posteriores.

4. Secado-hidratacion del polimerosoma:

Esta prueba se realizd evaporando los disolventes (THF y el tolueno) utilizados en
la formacion de tos polimerosomas, lo cual tuvo como finalidad secar la vesicula y

el resultado se muestra en la figura 30 (a).
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Fig. 30 (a) Polimerosomas sin disolvente; (b) polimerosoma reconstituido con

glicerol/agua. Objetivo 40X

Posteriormente, los polimerosomas secos se hidrataron con una mezcla de
glicerol/agua 50-50%, los cuales regresaron a su forma y tamano (vesicula), con lo
cual podemos decir que los polimerosomas obtenidos por la tecnica de
microfluidos son estables mecanicamente sin perder sus caracteristicas fisicas;

como se puede ohservar en la figura 30 (b).

5. Encapsulamiento de la ciclofosfamida en el polimerosoma:

El encapsulamiento del farmaco se realizé mediante la téenica de microfluidos
utilizando los siguientes flujos: fase intema 250 ul./ min, fase media 500 plf min y
fase externa 7000 uL/ min. Estas condiciones se definieron conforme a los
resultados obtenidos en las pruebas de formacion de polimerosomas sin farmaco.
Las vesiculas formadas se observan en las figuras 31 y 32; en cuyo interior del
polimerosoma debe estar el farmaco. Como se puede observar las vesiculas
cargadas no presentan ninguna diferencia en su apariencia fisica con las que no

contenlan farmaco.

e —— e
Gabriela Cruz Ruiz Pagina 53



Deasarrollo de Pollmerosomas como Sistemas de
Liberacion Gontrolada de un Agente Antltumoral

Fig. 31. Polimerosomas cargades con ciclofosfamida

Por este metodo es posible obtener aproximadamente 6 mL de polimerosomas por
hora, de tamafio uniforme y manteniéndose en suspension son muy estables al

medio ambiente.
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Fig. 32 Polimerosomas en el dispositivo cargados con ciclofosfamida
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La cantidad tetrica de farmaco encapsulado por el polimerosoma se calculd en
base a la formula matematica para calcular el volumen de un cuerpe esférico.
4 4
V=-— wr Sustiuyendo: V=—— (3.1416) (9)° = 3053.63 pm>
3 3
Para obtener los picogramos de farmaco contenidos en el polimerosoma fue
necesario considerar la concentracion inicial de faimaco (10 mg/mL), dando como

resultado una cantidad de ciclofosfamida de 3.053%10°°.

6. Observacion de la degradacion de la membrana del polimerosoma cargado con

farmaco:

Debido a que los copolimeros en bloque obtenidos por el método de Madix
dificultan que se lleve a cabo la liberacion por mecanismos difusivos {Bouhadir, G.
y col 1998) (Scott, R. y col 2002) en éste trabajo se propuso comprobar el efecto
del pH sobre la lisis de la membrana empleando una solucion de acido clorhidrico
1 M a pH 1.2. Bajo estas condiciones se observo (figura 33) que la membrana no

sufrié transformacion entre 6 y 17 horas de exposicion.

Fig. 33 Polimerosoma con HCI 1M; (a)} 5 minutos; (b} 30 minutos; (c) 60 minutos;
{(d) 6 horas. Objetivo 40X.
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Transcurridas 18 y 30 horas, ocurre la degradacion de la membrana (figura 34). En
una parte de ésta se observa el inicio de la formacion de un poro (figura 34 a y b,
respectivamente), por el cual el farmaco encapsulado en el polimerosoma puede
ser liberado. A las 48 horas (figura 34 ¢), es mas evidente la apertura de la
membrana y a las 60 horas (figura 34 d), se observa que el polimerosoma se abrio

completamente.

©) _ | @

Fig 34. Polimerosoma con HCI 1M; (a) 18 horas; (b} 3Q horas; (c) 48 horas; (d) 60
horas. Objetivo 40X.

La evaluacidon de la integridad de la membrana por exposicion a diferentes
condiciones de pH soélo se realize en medio acido debido a la pequena cantidad

del producto.

Con base a estos resultados se comprueba lo dicho por (Bouhadir, G. y col 1998)
{Scott, R. y col 2002), en el que la membrana obtenida bajo las condiciones antes
mencionadas solo se rompe a pH acido y alcalino; por lo que a partir de la

informacion obtenida en este trabajo se abren distintas lineas de accién, entre las

- —
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que se pueden plantear: 1) Comprobar la formacidn de poros en la membrana por
efecto de pH y en su caso, proponer una metodologia analitica para determinar la
cindtica de liberacién. 2) Anclar a la membrana molécula (s) que permitan
vectorizar el sistema. (Kakizawa, Y. y col. 2002) (Hammer, D.A. y col. 2001). 3)
Definir una forma farmacéutica para su administracion. (Christian, D. y col. 2006}

Gabriela Cruz Ruiz P4gina 57



Desarrollo de Polimerogsomas como Slstemas de
Libaraclén Controlada de un Agente Antitumoral

Conclusiones:

De los métodos utilizados para la obtencidén de los copolimeros de [PBA-PAA), el
mas adecuado fue el de sonicacion, por el alto rendimiento y las caracteristicas del
copolimero, ademas de ser un método répido.

Para e! método de rehidratacién de pelicula y electroformacion, el peso molecular
y la conformacién de los copolimeros utilizados determinan si se forma o no el

polimerosoma.

Con la técnica de uso de codisolventes (inyeccién) y utilizando el copolimero
obtenido por sonicacion, cuya conformacion es al azar, los polimerosomas son
inestables; en cambio los polimerosomas obtenidos por la técnica de microfluidos,
son estables cuando el copolimero esta conformado por [PBA 7500-PAA 7500],
con un peso total de 15000 Daltons.

Por comparacion, mediante la técnica de microfluidos funciona mejor el [PBA-PAA]
7500-7500 Daltons versus [(PBA-PDGEA)-PAA] ya que éste ultimo no permitio la
obtencion de estructuras por su diferencia de conformacion aunque ambos

presentaban el mismo peso molecular.

Comparando por la técnica de microfluidos funciona mejor el copolimero [PBA-
PAA] 7500-7500 g/imol versus el copolimero {PBA-PAA] obtenido por sonicacion
ya que con éste Ultimo no fue posible la obtencion de las estructuras, debido a que
entre ellos tienen distinta conformacidn y pesc molecular.

Los polimerosomas obtenidos por la técnica de microfluidos presentan una doble
membrana, el tamafic de los polimerosomas en éste caso depende de las
velocidades utilizadas en el sistema durante su obtencion.
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Los polimerosomas cargados con farmaco presentan un tamario aproximado de
18 um.

Con la técnica de microfluidos es posible encapsular teoricamente 3.053*10°°

picogramos de ciclofosfamida contenidos en solucion.

Con el sistema de microfluidos es posible obtener aproximadamente 50 mL de
polimerosomas cargados con ciclofosfamida en un dia de trabajo bajo condiciones
de velocidades ideales.

Un medio con pH acido (1.2} sjerce un efecto de degradacion sobre la membrana
polimérica a partir de las 18 horas de exposicién resistiendo hasta las 60 horas,
siendo posible que durante este lapso de tiempo se este liberando el farmaco; sin
embargo es necesario realizar mayores estudios para definir el mecanismo de
degradacién y en su caso la cinética de liberacion de las sustancias contenidas en

el polimerosoma.
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Trabajo Prospectivo:
Las metas establecidas para este trabajo se cumplieron sin embargo quedan
como lineas de accidn futura las siguientes:

a) Desarrollar la metodologia analitica para cuantificar |a liberacién del farmaco

del polimerosoma.

b) Reaiizar estudios de interaccién entre los copolimeros y el farmaco.

v

c) Determinar la estabilidad fisica y quimica del polimerosoma cargado.

d) Oplimizar el proceso de formacion de! polimerosoma por la técnica de
microfluidos, para cubrir distintos objetivos entre ellos mejorar el rendimiento y
lograr el escalamiento, analizar el efecto de distintos factores del proceso sobre
la estabilidad mecanica y grosor de la membrana, entre ofros.

e) Realizar estudios preclinicos para observar la toxicidad y el comportamiento

del polimerosoma in vivo.

e
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Anexo |:
Monémeros Iniciador Tiempo Formacién de
(min) Copolimero
AA-BA 10 X
AA-BA A 10 X

Tabia 1. Resultados ohtenldos utlilzando luz UV 254nm

® ausancia de copolimero  +. Poca formacldn de copolimero  ++, Moderada farmacion de copolimerg +++, Gran
cantidad de copolimerg formada

Monémeros Iniclador Tiempo Formacién de
min

(min) Copolimero
AA-BA 20 X
AA-BA A 20 X
AA-BA c 20 ++

Tabla 2. Resultados obtenidos utilizando luz UV 302nm, 20 minutos de exposiclon

X. ausencia de copolimero  +. Poca formacion de copolimero  ++, Moderada formacion de capolimero +++,
Gran cantidad de copolimero formado

Monbmeros Iniciador Tlempo Formacién de
(min) Copolimero
AA-BA 30 X
AA-BA A 30 +
AA-BA C 30 ++

Tabla 3. Resultados obtenldag utilizando lux UV 302nm, 30 minutos de exposicién
X. ausencia de copolimero  +. Poca formackdn da copolimere  ++. Moderads formadién de copolimero +++. Gran
cantidad de copalimero formado
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Mondmeros Iniclador Tlempo Formaclén de
in
(min) Copolimaro
AA-BA 6 X
AA-BA A 4 X
AA-BA C 4 +4++
Tabla 4. Resultados obtenidos utilizando microondas
X. ausencia de copolimere  +. Poca formacion de copolimara  ++, Moderada formacidn de copolimeno +++, Gran
cantided de copolimero Tormado

Monémeros Inlciador Tiempo Formacién de
Copolimero
AA-BA B 24hrs-24hrs (110C) X
AA-BA B 17hrs (70C) X

Tabla 5. Resultados obtenidos utilizando calentamiento

X, ausancia da copalimere  +. Poca formacion de copolimers  ++. Moderada formacldn da copolimero +++. Gran cantidad da copolimarg

formado
Mondémeros Iniciador Tiempo Formacidn de
(min) Copolimero
AA-BA 10 X
AA-BA C 10 4+

Tabla 6. Resultados obtenidos utilizando sonlcador

X. ausancla de copolimerp  +. Poca formacidn de copollimero  ++. Moderada formacidn de copolimens +++, Gran
cantidad de copollmero formadc
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Anexo ll:

(RRR LaAcoraran Farmaseutcs Meacans A C

otorad ol prescntil

necimicnte

A g R Gaznela
Poria presentacion del frabaje Libre biulado,

L Tl TS R L T A N T N T R PRI TN PR I A P IR REY BT Tl E)

el sl b Zongre o Nasional ue Ciencias Farmaceshinas

Lo, b T S 1 [ RNV PRT ST PR )
Wi
s - J
EFe s |
FANE!
-l .

Gabriela Cruz Ruiz T Pagina 71



Desarrollo de Polimerogomas comao Sistemas de
Liberaclén Controlada de un Agents Antitumoral

SRR o

s phaei ke s e e ilaittin el o ptedio b T Objeliveg it it v s pecia b e
s heeaa i T et 1 las ciraclerntisis e san | Furgerian ol Lot i,

e it prodinha L rinEclia ot rvasine dhe vapnc | . ) )

Jm'iﬁ% o g "N:itnllts g i para by esemecinn | Materfali S onrdico sAAT e T o troalile (RAL pereb iife b e

! R {1-&15 e s i seaded 1 Eneae Y, wopEstmaetis i ol il vt asedendis 11“}"%’1\“"13! WA RS il

o 11} ,_p.;m hiitfersturann, qrlic b, ape (El‘ﬁir}d!h b :

i, Ik..wn‘u\ peristal 24

: h"}}\"‘ﬂ:)‘ﬂ‘! dr‘ '\'{usuﬂani— , nr;,.m‘m- ’*u .

UL [;(m“p-h e m}ia: o

if m-n. st N uthrbé} LA Y i[\k
wjl'-\wu a5 B Tr*-,r'u SR ek

bivwrs,: W\ﬁm dﬂ._p_r...i _Wt.\rﬂrv. 1.
v (iferers e sadufiony,

1 wakiny fevings b o

Aftndag Lad Fctonit o W poulapinonste s vhiliven. e ,ms-malm
T A "-rlcu-d*w{uwﬁ- wevend s, Pl b vhe 1 i
Yt edos Jneshe st ey :ls‘-\[u{hs-’, T dml\r-‘ 73 I'n‘nny-uu |

.w:mmn \?\la!*h H-,m W nmlu_!_rm“! i<1',.|- vt -
'r‘r'uw Y e G ow decrnranlesn

= thuttascbente Al
fectatilet, L. T i

i, .;Ehﬁé i
xﬂ} i T Sy syl i
{ Jafwim v quseded b
b A S s :L-wr T

a1 s L L
fAidra l* de- Bibaa e iy e

‘Egn_mn-!’-i!o:ia
'

Resifiadas fn ped

iy e

i ﬂ-rb -.»'Ji o

:;'in.h';!: IR 1._%)_5{-.!1!3 Lo ey ar Jhe
s g eedisie v Sainle bk

AT e P B

ok 1\(-1m:mu ki vl & pani e Copadi
il somapeiar o G
et

el ]J;Ju\: R 4
i T.i e el died Rer tin b P AT

E | Estudie dedisotigitn de baddouotacing sontenida
| - o tres vipos de Mdrogel itwrifics rroditicada

Ranienal Auténems di Sdsico, Priolgrodé de Ingentéeia B Cdrdbveries Bothipoes BRI ikl Deneds Erma, Rivad Dl Joaoe el
' uni'msimqwma-arm@qmana-miﬂmiim

B B AT T ST

0 s o e el e arjoreianea Dy potria-
A gt S (gideniln w0 Fon mnteH iy
i m\ad.aw‘: fas ‘siwmlnn L4

;\:uvhr i m:rm mra.‘ n ]mwemiu ii‘a c}o!rmmmém mmim 1'-0
') ﬂ\.f 5 Tty )fmast ol st '||1ee nh!uirmu; m*c-(w.w}.: i

:a.amrr—éeeb- (et r!r*r:tr;b-n hr W N A E

alt Gietor s aaisos widat T csnaqra- mt\;;w;xtad;io hmh -wmmg:.uwon mfliﬂk. A e

i Bheddie .4\;«:;:‘«; c'uwr.ac S R .dnc TRt ,m»muvtm-'m' meparton wrrdlareadin dhegh
i > i 1 rmm 1 g s v Lt gl * Lilkeaz 75 Ihikun S8R0

pedackes de b

- rlw@.\lﬂ mf-gn-pmmm‘!.m{n !e‘-.-r'l‘.:f,;mﬁ'*w € puatt <

s nfigie vl pornid el B lyrend chd

= hcuqtﬁ's sl ot ‘inh_i;.(*g{ e L —:hs CEETUS FiCE

Heneian o -v"l'ry
raeme soelahanioin

Gabrieia Cruz Ruiz Pégina 72



