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RESUMEN

En el presente trabajo se muestran los resultados de la elaboracién y
caracterizacion fisicoquimica de un sistema microparticulado de SiO, con un
farmaco antitumoral de estafo. Las microparticulas se obtuvieron mediante dos
métodos basados en la combinacion del proceso sol-gel y de la tecnologia de
microemulsiones: uno mediante ciclohexano/Span 80 y otro mediante aceite
vegetal como fase continua en la formacion de microemulsiones. Las
microparticulas desarrolladas mediante el proceso con aceite vegetal presentaron
eficiencias de encapsulacién del farmaco de 60 al 95 %. Este método de obtencién
de microparticulas se realizé pensando en la quimica verde, evitando la
contaminacion del medio ambiente; de la misma manera este método se optimizd
para obtener microparticulas en solo 2 dias, recortando el tiempo con respecto al
método con ciclohexano/Span 80 que es de 4 dias.

Con la implementacion de esta metodologia se logré las condiciones
necesarias para obtener una alta eficiencia de encapsulacién, con un tamafo de
particula menor a 100 um y de forma esférica. El sistema polimérico inorganico

mostrd estabilidad térmica, buena manipulacién y almacenamiento.

El sistema matricial de tipo inorganico obtenido en forma de microparticulas
esféricas obtenido mediante el método con aceite vegetal mostré en estudios de
disolucién in vitro que el farmaco se libera de manera retardada, ya que este
puede mantenerse en la matriz polimérica hasta 79 horas con un por ciento de
liberacion de 77 a 91 %.
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1. INTRODUCCION

El cancer es uno de los principales problema de salud en el mundo.
Actualmente un caso nuevo de cancer es diagnosticado aproximadamente cada 25
segundos, y se estima que para el afio 2030, 12 millones de personas podrian morir
cada ano si no se realizan acciones para controlar el cancer (Gospodarowicz, 2009).
Asimismo, en 1997 se estim6 que cerca de veinte millones de personas presentarian
algun tipo de cancer cada ano, y de no implementarse acciones de prevenciéon de
cancer, se presentaran 15.5 millones de nuevos casos anualmente (Lazcano, 1997).
Esto se pone de manifiesto ya que en el 2008 se ha reportado 12.7 millones de
casos nuevos y 7.6 millones de muertes relacionados con los 27 tipos de cancer
mas comunes en el mundo. Siendo el cancer de pulmén y el de mama los
principales tipos de cancer con 1.6 y 1.4 millones de muertes respectivamente, aun
cuando existen otros tipos de cancer como el de estémago, colon, préstata e higado

gue también presentan una incidencia alta (Ferlay, 2008).

Aunque el uso de farmacos en el tratamiento del cancer ha tenido una
evolucién e impacto significativo, las limitaciones de estos son la nula especificidad y
la presencia de multiresistencia en células cancerosas. Uno de los retos en la
terapéutica del cancer es la dosificacién Optima y dirigida al sitio de accion. Para
hacer frente a este desafio se necesitan estrategias tecnoldgicas empleando
farmaco especificos y dirigidos (Ewesuedo, 2004), por tanto es necesario el diseno
de sistemas de entrega y/o liberacidon de farmacos que permitan tener una accién
terapéutica con bajas dosis, menor frecuencia en la administracién y liberacion
modificada en el sitio requerido. En este contexto, el disefio y elaboracién de
transportadores de farmacos inteligentes ofrece la posibilidad de mejorar el
transporte y la liberacién de los principios activos depositandolos preferencialmente
en el sitio diana, reduciendo asi su toxicidad en tejidos sanos y maximizando el

efecto terapéutico en el sitio deseado.

Con base en esto, los materiales sol-gel han sido investigados como

transportadores de farmacos desde los afios 80’s, Unger y col en 1983 publicaron el
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primer articulo en el cual proponian el uso de superficies porosas de silicas
modificadas para liberacion de farmacos y agentes estabilizantes. Los materiales
sol-gel comprenden una amplia variedad de materiales inorganicos y también
materiales hibridos (organicos/inorganicos) que comparten la preparacién basada
inicialmente en un sol (particulas coloidales en suspensién), que mediante
reacciones de hidrolisis y condensacién se llega a un material en forma de gel, que
posteriormente se solidifica (Wright, 2001). En los ultimos veinte afos, numerosas
publicaciones sobre la liberacion de farmacos, biocompatibilidad, efectos en tejidos y
biodisponibilidad se han publicado, siendo este tipo de materiales aptos para el

desarrollo de matrices de liberacién prolongada.
2. ANTECEDENTES

La técnica sol-gel ha cobrado gradualmente gran interés en distintas
aplicaciones biolégicas como: implantes biocompatibles, biomineralizacién,
biosensores y reservorios para liberacidn modificada de farmacos (Kumaran, 1997).
La posibilidad de encapsular tanto moléculas biol6gicas tales como enzimas,
anticuerpos, microrganismos y una gran variedad de farmacos hace esta tecnologia

versatil y con una amplia gama de preparacion de matrices.

Los xerogeles de SiO, (diéxido de silicio), fabricados mediante la técnica sol-
gel han sido estudiados para una gran cantidad de activos. Estos agentes pueden
ser incorporados dentro de la matriz polimérica del xerogel por adsorcion en
matrices tratadas térmicamente (Otsuka, 2000, Lopéz, 2009) o por la adicién del
farmaco durante algun paso del proceso (Antovska, 2006, Bush, 2004, Viitalia, 2005,
Radin, 2009). La solubilidad del fa&rmaco limita la cantidad afiadida durante la fase

sol-gel (Sieminska, 1997).

Unger y col en 1983 fueron los que introdujeron estos sistemas como
transportadores de farmacos. Unger encontrd que las caracteristicas fisicoquimicas
del fa&rmaco significativamente controlan la velocidad de liberacion. Los farmacos
basicos son liberados de manera controlada mientras que farmacos neutros o acidos
se liberan muy rapidamente. Esto es debido a las propiedades iénicas de la
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estructura del xerogel, los farmacos con grupo funcionales reactivos tales como
alcohol o grupos fenol (OH) pueden reaccion quimicamente en la superficie por
medio de enlaces =Si-O=C o por puentes de Hidrogeno. La cantidad de grupos
hidroxilo y carbonilo en la molécula del farmaco afecta la liberacién del farmaco. Los
puentes de hidrégeno se forman en un pH entre 1.5 y 3.0 y algunos de estos tipos
de enlaces fuertes son formados con bases nitrogenadas como: piridinas, o con

oxigenos de grupos éter o ceto (ller, 1979).

El mecanismo de liberacién de farmacos a partir de matrices de xerogel de
silice no ha sido estudiado a detalle, mucho depende del farmaco atrapado dentro
de la matriz. En su mayoria puede deberse a la difusién del farmaco o disolucion de
la matriz o ambas (Radin, 2009), pero se ha demostrado que son unos excelentes
sistemas de liberacion de farmacos, obteniéndose liberaciones desde las 8 horas
(Kortesuo, 2000), hasta aproximadamente 1 mes (Lopez, 2009), dependiendo de la

preparacion y el modo de sintesis del polimero de SiO».

Las matrices obtenidas a partir de sistemas sol-gel han demostrado ser
biocompatibles, no han presentado efectos de toxicidad o respuestas del tipo
carcinogénico, inmunogénico ni inflamatorio (Ahola, 2000, Kortesuo, 2000). Esta
biocompatibilidad se describe a menudo en términos de la respuesta inflamatoria
aguda y cronica, y se presenta mediante una cpsula fibrosa en diversos intervalos
de tiempo después de la implantacion del material (Williams, 2008). Esto debido a
que el silicio se ha reconocido como un elemento esencial presente en bajas
cantidades en el cuerpo humano y participa en la conectividad entre tejidos,
especialmente en la formacion de cartilago y huesos (Kortesuo. 2000). Mientras que
el dibxido de silicio cristalino es conocido como citotéxico, los materiales obtenidos
mediante la tecnologia sol-gel son biocompatibles y en muchos casos bioactivos. Se
han realizado estudios in vitro e in vivo para evaluar la toxicidad de estos materiales
(Kortesuo, 2000, Wilson, 1981) y se ha encontrado que en efecto este tipo de
matrices son no-toxicas y biocompatibles debido a que el xerogel cuando es
expuesto al agua o a fluidos biolégicos estos inician la degradacion de los enlaces

siloxano a &acido silicico (Si(OH)4) (Brinker, 1990), cuando este difunde dentro del

Ernesto Cuahutencos Escobar 3



"Obtencién de microparticulasy de una matriz de liberacion controlada conteniendo un agente
antitumoral de estafio, utilizando la técnica de sol-gel”

tejido local, entra al torrente sanguineo o a circulacion linfatica y es excretado en la
orina o es fagocitado por los macréfagos (Lai, 1998). Durante la reabsorcion del
silicio las concentraciones permanecen dentro de los intervalos fisiolégicos y no

existe una acumulacion en 6rganos periféricos (Kortesuo, 2000).

Existen en la terapéutica del cancer, una gran cantidad de farmacos
antitumorales, entre los que se encuentran, los compuestos organométalicos que
han ganado un lugar importante dentro de esta, equiparable en accion a farmacos
como el cis-platino y el carbo-platino que son ampliamente usados en quimioterapia
contra diversos tipos de cancer como el de testiculos, ovario y vejiga (MacDonald,
2005). Sin embargo, todos los farmacos citotdxicos presentan un alto grado de
toxicidad periférica, la cual se ha tratado de evitar, haciendo uso de la
encapsulacién. Se ha demostrado que farmacos encapsulados con liposomas dan
una mejor terapéutica en ciertos tipos de cancer (Yokoe, 2008), aunque existe
todavia algo de escepticismo en el utilizar tecnologias con polimeros inorganicos,
teniendo estos todos los elementos necesarios para considerarseles biomateriales y

con ventajas potenciales superiores a los polimeros naturales y de origen organico.

Por otra parte los compuestos organoestafiados son ciertamente muy
prometedores para utilizarse en la quimioterapia del cancer y han sido ampliamente
estudiados en pruebas in vitro e in vivo para probar su actividad antitumoral (Crowe,
1993; Gielen, 2002) en especial los carboxilatos de estafio han mostrado
particularmente esta elevada actividad. Todas estas investigaciones han mostrado
particularmente una elevada actividad antitumoral de varios tri-n-butil-carboxilatos
de estafno que han reportado actividad antitumoral in vitro contra lineas celulares de
origen humano (Kemmer, 1999; Shahzadi, 2002) entre ellos se encuentra el tri-n-
butil estafo 3,4-(metil dioxi) fenilacetato que ha reportado actividad antitumoral in
vitro contra lineas celulares de cancer de mama (MCF-7 y EVSA-T), colon (WiDr),
ovario (IGRQOV), renal (A498), pulmén (H226) y melanoma (M19) de origen humano
(Gielen, 2002), incluso este farmaco ha mostrado ser mas potente que el cisplatino
(Camacho, 2000), siendo este ultimo uno de los farmacos mas eficaces para el

tratamiento de los distintos tipos de cancer antes mencionados (Boulikas, 2007).
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No existe actualmente ninguna investigacion acerca del prominente efecto
farmacologico de esta molécula; su alta potencia y eficacia lo hace un candidato
ideal para ser usado con algun sistema de liberacion, por lo cual el objetivo de este
trabajo es elaborar un sistema matricial de liberacién prolongada mediante el uso de
la tecnologia sol-gel que permita vehiculizar a este farmaco.

3. MARCO TEORICO
3.1. Cancer

El cancer constituye un grupo de enfermedades crénico degenerativas que se
define como la proliferacidn anormal y descontrolada de la células de un tejido u
organo; también conocida como neoplasia (del griego veo-neo y TAdopa-plasma,
“nuevo crecimiento”). Estas células pueden proliferar formando masas denominadas
tumores. La mayoria de las neoplasias malignas muestran una capacidad para
invadir estructuras vecinas y la capacidad de diseminarse hacia otros 6rganos a
través del sistema linfatico y la sangre (CRUK, 2011). El cancer en la actualidad es
una de las primeras causas de mortalidad y representa un serio problema de salud
publica, se ha estimado que para 2020 se diagnosticaran 15 millones de nuevos
casos de cancer y 12 millones habran muerto por este causa si no se emprenden
acciones (Anand, 2008). Ademas que mas del 70 % de todas las muertes por cancer
se producen en paises con ingresos econémicos en vias de desarrollo (WHO, 2011).
En México, para el ano 2008 el cancer represento la tercera causa de muerte en
mujeres (32,204) y Hombres (32,842). Los principales tipos de cancer en ambos

Sexos se resumen en la tabla 1.
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Tabla 1. Distribucion porcentual de defunciones por principales tipos de tumores
malignos para cada sexo durante 2008 (INCAN, 2008)

Mujeres Hombres
Tipo % Tipo %
Mama 13.4 Préstata 14.8
Cuello de utero 11.2 Traquea, Bronquios y pulmén 12.8
Higado y vias biliares 7.5 Estémago 8.5
Estémago 7.1 Colon, recto y ano 6.0
Traquea, Bronquios y pulmén 6.2 Leucemias 5.9

El problema mas comdn en el tratamiento del cancer es la recaida y la
metastasis de las células cancerosas después del tratamiento tipico con
quimioterapia, radioterapia o cirugia. Este problema empeora por la presencia de
resistencia de los tumores a los farmacos, toxicidad de los tratamientos actuales y la
ineficacia de los tratamientos en los estadios avanzados de la enfermedad (Airley,
2009).

3.2 Tratamiento del cancer.

El tratamiento pretender curar la enfermedad, prologar y mejorar la calidad de
vida tras la confirmacién del diagndstico de cancer por los procedimientos
apropiados y disponibles (WHO. 2006). La mayor parte, de este tipo de enfermedad
se manifiesta inicialmente como ndédulos tumorales localizados que originan
sintomas locales. Dependiendo del tipo de cancer, el tratamiento inicial debera
tratarse localmente en forma de cirugia o radioterapia. La extirpacion quirdrgica o la
radiacion local (0 ambas) son el tratamiento de primera eleccion para una variedad
de canceres potencialmente curables, incluso la mayor parte de los canceres
gastrointestinales, genitouterinos, tumores del sistema central, canceres surgidos de

la mama, tiroides o la piel, asi como la mayor parte de los sarcomas (Torres, 1994).
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3.2.1 Cirugia

La cirugia al momento de la deteccidn tiene eficacia diagndstica y terapéutica,
ya que permite la clasificacion por etapas patolégicas de la extensién de invasién
local y regional, asi como una oportunidad para la extirpacién de la neoplasia
primaria. El sistema mas utilizado para determinar el grado de enfermedad es el
TNM, el cual estd basado en la extension del tumor primario (T), la presencia o
ausencia de metastasis en nodulos linfaticos (N) y la presencia o ausencia de
metastasis distantes (M), establecido por la Union Internacional para el control del
cancer (UICC), el cual es una herramienta indispensable en la toma de decisiones

como el prondstico inicial y el tratamiento (UICC, 2012).
3.2.2 Radioterapia

Este tipo de tratamiento local que se basa en la interaccion del tumor con la
radiacion ionizante, la cual causa dafo interno en las células tumorales,
ocasionando asi su muerte. Esta accion también puede ejercerse sobre los tejidos
normales, sin embargo los tejidos tumorales son mas sensibles a la radiacién y no
pueden reparar el dafio producido de manera tan eficiente como un tejido sano. La
radioterapia es ampliamente usada en pacientes con un tumor maligno localizado en
las fases iniciales, en el momento de alguna recidiva (reaparicién del tumor después
de un periodo a mediano-largo plazo de ausencia de este) -0 por tumores
secundarios-, y al menos un 60 % de los pacientes presenta en su historial algun
tratamiento radioterdpico; a menudo este tipo de tratamiento se utiliza en
combinacién con la cirugia y la quimioterapia, por ejemplo en el tratamiento de
cancer de mama en fases iniciales (De las Heras, 2008)

3.2.3 Quimioterapia

Durante el desarrollo de la enfermedad, la aparicion de metastasis suele ser
un factor muy frecuente y deja fuera la extirpacion quirdrgica o de la ablacién local
por medio de radioterapia, siendo necesaria la quimioterapia, la cual se define como
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la aplicacion de farmacos citotéxicos que tienen como funcién el impedir la

reproduccion de las células cancerosas.

En esta clase terapéutica heterogénea se incluye un sin nimero de moléculas
que se agrupan principalmente por su modo de accidén y su objetivo a nivel celular de

la siguiente manera:

Agentes quelantes: Su objetivo es la cadena de ADN, fijandose en sus bases

nitrogenadas por alquilacién, como su nombre lo indica.

Antimetabolitos: Estos interfieren en el metabolismo de las células mediante la
inhibicibn de enzimas o productos inactivos de algun proceso donde estas
intervengan, son dependientes de la interfase o fase S (del inglés Synthesis, en esta

fase se produce la sintesis de ADN) de division celular.

Antibiéticos: Estas moléculas actian mediante la intercalacion del Acido
Desoxirribonucleico en el proceso de replicacion y transcripcion evitando el avance

de la topoisomerasa |l.

Venenos del huso: Son agentes mitostaticos, se conjugan a la tubulina o favorece
la polimerizacién excesiva de esta, dando lugar a una inhibicién o termino incorrecto

de la mitosis; dependen particularmente de Fase M del ciclo celular (Lanore, 2004).

Los momentos de actuacion de los distintos tipos de farmacos se resumen en el

figura 1.
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Venenos del Huso

Alquilantes
Antimetabolitos "
Alquilantes et
Antibiéticos (Mitosis)
Fase G2
Fase G1
Alquilantes
Antibidticos
Fase S
Alguilantes e
Antibidticos

Figura 1.Momento de actuacién de los diferentes farmacos en el ciclo celular
(Lanore, 2004).

Actualmente existen mas de 100 agentes que se utilizan como farmacos
antineoplasicos y muchos mas se estan investigando. El cuadro basico de
medicamentos del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) en el grupo de
Oncologia cuenta con aproximadamente 75 de estos 100 agentes utilizado
mundialmente (IMSS, 2012). La Organizacién Mundial de la Salud (OMS), en el
World Cancer Report del 2008, reportd los principales agentes quimioterapéuticos
utilizados para el tratamiento de esta enfermedad, los cuales se muestran en la tabla
2 (WHO, 2008).
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Tabla 2. Farmacos antineoplasicos mas comunes en el uso clinico (WHO,

2008)
Farmacos Antibioticos Antimetabolitos  Alcaloides de Otros
alquilantes. citotoxicos y terapia lavincay
relacionada etopoésido
Ciclofosfamida Bleomicina Citarabina Vinblastina Asparaginasa
Clorambucilo Doxorrubicina Fluorouracilo Vincristina Cisplatino y
otros analogos
de platino
Dactinomicina Mercaptopurina Etopésido Dacarbazina
Daunorrubicina Metotrexato Procarbazina

Folinato de calcio

El conjunto de farmacos citotoxicos disponibles en la terapéutica oncoldgica
es extensa, sin embargo los compuestos organométalicos como el cis-platino y
carbo-platino han ganado un lugar importante en quimioterapia combinada contra
diversos tipos de cancer como el de testiculos, ovario y vejiga (Macdonald, 2005).
Este tipo de moléculas ofrecen un gran potencial y una versatilidad Unica enfocada
en el desarrollo de nuevas entidades que ofrecen una diversidad quimica y
farmacol6gica impresionante. Con el descubrimiento de la actividad antitumoral en
ratones del acetato de trifenilestafio en 1972 (Pizarro, 2010) se han realizado
diversas investigaciones donde se han demostrado una elevada actividad
antitumoral de los complejos de estano (Tabassum, 2006), en especial los

carboxilatos de estafno (Gielen, 2002).
3.3 Compuestos organoestanados con actividad biolégica

Las propiedades biocidas de los compuestos organoestanados en general y
particularmente en los que presentan tri-sustitucion fueron descubiertos por Van der
Kerkan en el Instituto de Ciencias Ambientales, Investigacion de Energias e
Innovacion de los Procesos de los Paises Bajos (TNO Institute) y mas tarde en los
anos 50’s por Utrecht. El primer compuesto con aplicacion biocida que se usé fue el
oxido de bis (tributilestafio) (TBTO por sus siglas en inglés) como un conservador
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de la madera; que se impregnaba a esta y protegia efectivamente de hongos e
insectos, sin embargo poco después con el uso de agua como solvente hizo posible
el uso de sales cuaternarias de amonio y el desarrollo de biocidas mas solubles
como los metasulfonatos trialquilestafiados y la tributil mesilimida. La segunda
utilidad biocida méas importante de este tipo de compuestos fueron las pinturas
antiinscrustantes y revestimientos para la proteccion de cascos de buques contra
organismos, asi se estima que la marina de Estados Unidos se ahorr6 cerca de 150

millones de délares usando esta tecnologia (Thoonen, 2004).

La extensiva investigacion e innovacion, nos ha llevado a la utilizacién
rutinaria de este tipo de compuestos en aplicaciones comerciales y biomédicas
(Sheeraz, 2008), pero hasta hace apenas algunos afnos los carboxilatos de estanos
se han investigado como excelentes candidatos para farmacos citotéxicos con una
alta actividad antitumoral (Gielen, 2002). Estos compuestos presentan una menor
toxicidad que los farmacos con platino y una resistencia no cruzada con estos
(Hodge, 1979).

Los compuestos organestanados han sido probados y han obtenido
resultados favorables, haciendo de estos compuestos una alternativa viable en la

terapia contra el cancer.
3.4 Tri-n butil estano 3,4-(metil dioxi) fenilacetato

El Tri-n butil estanio 3,4-(metil dioxi) fenilacetato (Figura 2) se sintetiza a partir
del acido 3,4(dioxi metil) fenilacético con Acetato de n-tributilestafio u 6xido del bis-
tributilestafio mediante reflujo en benceno o tolueno. Presenta un esqueleto biciclico
encontrado en estructuras de inhibidores de la fosfodiesterasa y en algunos
farmacos antitumorales para el tratamiento de hiperplasia prostatica (Camacho,
2000).
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Figura 2: Férmula estructural del tri-n-butil estafio 3,4-(di6xi metil) fenilacetato
(Camacho, 2000).

3.4.1 Propiedades fisicoquimicas

El Tri-n butil estano 3,4-(metil dioxi) fenilacetato es un polvo amarillo ambarino
con cristales no muy definidos, debido a que los cristales presentan una estructura
polimérica de tipo zigzag (Gielen, 2001) que implican enlaces con los grupos
carboxilatos donde el atomo de estafio presenta una geometria de bipiramide-
trigonal distorsionada fuera del plano del C3 (Sharma, 2006), esta pentacoordinado
con los carbonos C10, C14 y C18 formando el plano ecuatorial y los atomos de
oxigeno O1 y O2i en las posiciones axiales, donde este ultimo proviene de otra
molécula(Figura 3). Su peso molecular es de 483.23 g/mol; es moderadamente
soluble en agua y etanol, soluble en metanol y poco soluble en n-hexano. Con un
pKa de 2.13 y un LogP aparente de 2.3, su temperatura de fusion es de 57 °C.
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Figura 3: Estructura cristalina en zigzag del tri-n-butil estafo 3,4-(dioxi metil)
fenilacetato. (Gielen, 2001)

3.4.2 Propiedades citotoxicas

El Tri-n butil estafio 3,4-(metil dioxi) fenilacetato ha demostrado en pruebas in
vitro una potencial eficacia en 7 lineas celulares de origen humano: cancer mamario
(MCF-7, EVSA-T), céancer de colon (WiDr), cancer de ovario (IGROV), melanoma
(M19), cancer renal (MEL A498) y de pulmdén (H2265) e incluso una mayor potencia
que otros citotoxicos utilizados en la terapia como Cis platino, 5- fluoracilo y epoxido
(Camacho, 2000).

3.5 Sistemas poliméricos de transporte y liberacion de farmacos

El estudio tedrico y tecnoldgico de sistemas de liberacidon controlada de
farmacos muestra desde comienzos de la década del 80’ hasta la fecha un
desarrollo e interés impresionante, como lo demuestra una inmensa cantidad de

trabajos publicados (Andreetta, 2003). Todas estas nuevas tecnologias tienen un fin
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en comun: dirigir el farmaco a su sitio de accién, un efecto farmacoldgico 6ptimo y la
disminucién de los efectos adversos (Ramos, 2000). Visto desde el punto de vista

tecnologico y biofarmacéutico tienen multiples ventajas:

= -Proteccibn del activo contra la inactivacion (quimica, enzimatica o
inmunoldgica), desde el lugar de administracion hasta la biofase.

= -Incremento de la vida media del farmaco en circulacion.

= -Alteracién de las caracteristicas de solubilidad del activo.

= -Disminucién de la toxicidad para ciertos érganos por modificacion de la
distribucién tisular del principio activo.

» Los materiales ocupados carecen de toxicidad, son biodegradables y
biocompatibles (Reddy, 2008)

Por tanto muchos productos se han desarrollado basados en varios
mecanismos Yy tipos de fabricacion para el tratamiento de diversas enfermedades.
Los parches transdérmicos, tabletas con bombas osmoéticas y sistemas parenterales
de liberacion controlada son solo algunos de los éxitos de estas tecnologias (Kim,
2000). En la mayoria de los sistemas de liberacidén controlada, el farmaco, pesticida
o cualquier otro agente biolédgico, se introduce en el interior de o que se denomina

transportador, siendo éste generalmente un material polimérico (Paolino, 2006).

Los sistemas de liberacion de farmacos se clasifican en base a su magnitud
estructural considerandose dos grandes grupos: sistemas macromoleculares y

sistemas de tamano de particula (Kaparissides, 2006)
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Figura 4. Sistemas de Transporte y liberacién de farmacos (Kaparissides, 2006).
3.5.1 Sistemas macromoleculares

Los sistemas macromoleculares pueden ser moléculas de origen natural,
como acidos nucleicos, inmunoglobulinas, anticuerpos, eritrocitos, proteinas y
moléculas sintéticas como polimeros de alcohol vinilo y derivados
(polivinilpirrolidona), asi como polipéptidos de alanina y tiroxina o de lisina. Estos
transportadores pueden reducir la toxicidad intrinseca de ciertos farmacos, pero
estos transportadores sélo presentan una capacidad de unién limitada a un reducido

namero de agentes, o union farmaco-transportador es irreversible.
3.5.2 Sistemas de tamafiio de particula.

Los sistemas matriciales de tamano de particula mas utilizados son los de

tipo monolitico como: Nanoesferas, microesferas; y de tipo reservorio:
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Nanocapsulas, microcapsulas, niosomas, liposomas y polimerosomas (Figura 5)
(Airifin, 2005).

Estructura Capsular Estructura Matricial

Figura 5. Tipos de sistemas particulados (Saez, 2007)
3.5.2.1 Sistemas tipo reservorio

Las estructuras mas simples de estos sistemas estan compuestas por dos
elementos: Membrana de material polimérico o lipidico que sirve como barrera de
proteccion y que engloba un nucleo liquido u otro tipo de material (Dash, 2010).
Esta membrana controla la migracion del farmaco o solvente entre el ambiente
interno y exterior mediante permeabilidad de la membrana, formacion de poros o
degradacion de la misma (Kim, 2000).

3.5.2.2 Sistemas matriciales

En este tipo de sistemas el farmaco encapsulado esta disuelto o disperso
como particulas discretas dentro de la matriz, ambos casos depende de la
solubilidad del farmaco en el polimero. La velocidad de disolucién del farmaco en la
mayoria de estos sistemas depende mucho de la naturaleza y propiedades
fisicoquimicas del polimero (Temperatura de transicion vitrea, peso molecular,
entrecruzamiento, etcétera), aditivos, el farmaco y la geometria; a su vez es

gobernada por la penetracién del solvente en la matriz polimérica (Kim, 2000).

3.5.3 Microesferas
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Las microesferas se han utilizado exitosamente para encapsular una amplia
variedad de principios activos, incluyendo citostaticos (lke, 1992), antiinflamatorios
(Bazzo, 2008), péptidos (Hermann, 1993) y hormonas (Ogawa, 1989), entre otros.
Las microesferas son particulas esféricas con un tamano comprendido entre 1 y
2000 um, son analogas de las microcépsulas pero sin una distincién clara entre
cubierta y nucleo (estructura monolitica), el farmaco queda incorporado dentro de la
matriz polimérica y cuenta con un intervalo extenso de velocidades de liberacién y

propiedades de degradacion (Saez, 2004).

Las caracteristicas de una microesfera ideal serian: selectividad por el tejido
diana, biocompatible, sistema de liberacidén del farmaco sea controlada y sostenida
(Ramos, 2000).

3.5.3.1 Métodos de Preparacion

Existen diversos métodos para la produccion de microesferas. La eleccion de
la técnica de microencapsulacion se realiza principalmente en base a las
caracteristicas fisicoquimicas del polimero, del principio activo y la via de

administracion (Prasanth, 2011). En general se pueden dividir en dos grupos:

- Procesos fisicos: Secado por aspersion,
- Procesos fisicoquimicos: Polimerizacidén por emulsidén, coacervacion y gelificacion
ionica (Martin, 2009)

a) Secado por aspersion
Esta técnica consiste en la transformacién de un fluido en material soélido,
atomizandolo en forma de gotas mindsculas en un ambiente caliente para que
se produzca la solidificacion del material polimérico seguido de la rapida
evaporacion del solvente (Mathew, 2008).

b) Polimerizacion por emulsion:
En esta clasificacidbn se engloban todos los procesos en el que se produce

polimerizacion de algun mondmero en una de las fases de la emulsién mediante
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la adicién de un iniciador, cambio de pH, aumento de temperatura o fuerzas
mecanicas entre otros factores en el microambiente de polimerizacion (Dandagi,
2007, Trivedi, 2008).

c) Coacervacién
Este método se basa en la separacion de fases, formando un sistema ternario
donde las fases son quimicamente inmiscibles (una fase liquida o fase
continua, un material a encapsular y un material de solidificacion.
Con esta técnica, se pueden obtener microcapsulas esféricas muy pequenas, de
hasta de 4 um y con una carga de material a encapsular de alrededor del 90%
(Murtaza, 2009).

d) Gelificacion idnica
Esa técnica se basa en la liberacién del ion calcio desde un complejo insoluble
en una solucion de alginato de sodio. Este método se lleva a cabo por
acidificacion de un sistema aceite-acido soluble, con la participacién en la fase
acuosa del alginato (Giunchedi, 1994).

3.6 Mecanismos de liberacion de farmacos de matrices poliméricas.

El comportamiento de liberacién de farmacos es el resultado del fenémeno de
difusién en el polimero y de restricciones de transferencia de masa en la interfase
polimero/liquido (Saez, 2004), ademas de otros mecanismos que controlan la
velocidad de liberacion ya sea mediante osmosis, cambio i6nico o por
degradacion/hinchamiento de la matriz (Langer, 1990, Langer 1993)

3.6.1 Liberacion de farmacos en sistemas poliméricos no degradables

El mecanismo de difusion en sistemas tipo reservorio estd gobernado por la
barrera de difusién, la liberacién es constante y obedece una cinética de orden cero,
tanto para geometrias planas, como para cilindricas y esféricas (Saez, 2004). En
contraste a los sistemas monoliticos donde el farmaco puede estar dispersado o
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disuelto dentro de la matriz, la difusién del farmaco a través de la matriz polimérica
es el paso limitante, por tanto la velocidad de liberacion es determinada por la
eleccion del polimero y esto tiene un efecto consecuente en la difusion y el

coeficiente de particion del farmaco (Baker, 1987).

El tratamiento matematico de la difusion también depende del tipo de
inclusién del farmaco en la matriz polimérica, si el farmaco esta disuelto en la matriz,
la liberacion sigue la ley de Fick. La siguiente ecuacion describe la liberacion de

farmacos a partir de una matriz en forma de bloque:

=4 — (1)

Mi/Mg es la fraccidn liberada del farmaco, D es el coeficiente difusional del farmaco
en la matriz, (h) es el espesor del bloque y (t) es el tiempo. Esta ecuacion es valida
hasta el 60 % del farmaco liberado, ya que posteriormente la velocidad de liberacion
sigue una cinética de primer orden. La razén para la disminucién de la velocidad de
liberacion es que el recorrido de difusién aumenta de forma continua (Park, 1993,
Yao, 2010). Este problema puede evitarse mediante el uso de una geometria
especial que proporciona un aumento de area superficial con el tiempo (Langer,
1980).

Higuchi desarrollo una ecuacion para matrices de liberacién donde el farmaco
esta disperso y este difunde a través de un polimero no poroso. La liberacién del
farmaco no solo es afectada por la geometria de la matriz, también es afectada por
la concentracién del farmaco. La liberacién del farmaco tiene una cinética de t? hasta
que la concentracién en la matriz disminuya por debajo del valor de saturacién
(Co>>Cs) (Siepmann, 2001).

dM; _ A 2DCsCo /2
2

dt t

Ernesto Cuahutencos Escobar 19



"Obtencién de microparticulasy de una matriz de liberacion controlada conteniendo un agente
antitumoral de estafio, utilizando la técnica de sol-gel”

En esta ecuacion dM/dt es la velocidad de liberacion del farmaco, A es el area
total del bloque (ambos lados), D es el coeficiente de difusiéon del farmaco en la
matriz, Cs es la solubilidad del farmaco en la matriz, Cy es la cantidad total de
farmaco (disuelta y dispersa) por unidad de volumen dentro de la matriz y es tiempo.
En los sistemas monoliticos donde el exceso de farmaco esta dispersién, la
velocidad de liberacién incrementa con el aumento de la concentraciéon del mismo.
La ecuacion 5 predice la liberacion de manera eficiente en sistemas que contengan

5 a 10 por ciento del volumen del farmaco (Dash, 2010).

La difusién a través de matrices porosas es descrita por la segunda forma de

la ecuacion de Higuchi:

De 1/2
Q= T(ZCO — eC5)Ct (3)

En este caso el aumento de la liberacién de farmaco por unidad de area de a
la matriz Q, depende del coeficiente de difusion (D), solubilidad (Cs) y la cantidad de
total de farmaco en la matriz, esto es mediante unidad de volumen de la matriz (CO)
por tiempo (t) y otras factores importantes como el factor de porosidad (&) y de

tortuosidad (t) de la matriz polimérica (Baker 1987, Dash, 2010).
3.6.2 Liberacion en sistemas activados por disolvente

En este tipo de sistemas el farmaco esta disuelto o disperso en la matriz o
cubierto por un polimero, generalmente el farmaco no difunde a través de la matriz.
La permeacion del medio de disolucién controla el comportamiento y velocidad del
farmaco en estos sistemas. Existen de forma preponderante de dos tipos: los
osmoéticos y los de hinchamiento de la matriz. La liberacion a partir de sistemas de
hinchamiento sigue la ley de Fick, cuando la penetracion de agua en el polimero es
rapida en comparacién con la difusién del farmaco, mientras que la difusién no-
Fickiana se logra cuando la difusiéon del farmaco y la relajacién del polimero
inducida por disolvente estan en el mismo intervalo. Cuando la difusion del farmaco
es rapida en comparacion con la relajacién e hinchamiento del polimero debido a la
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permeacion del disolvente se consigue una cinética de liberacién de orden cero en
este caso aplica para los farmacos del tipo Il (Baker, 1987), donde son altamente
permeables con una baja solubilidad (FDA, 2000). Los sistemas osmaéticos son
construidos por la inclusion del farmaco en una membrana semipermeable equipada
con un orificio. La velocidad de liberacion del farmaco es gobernada por la
naturaleza de la membrana y de la actividad osmética del nucleo. Una liberacion
constante es mantenida tan prolongada como el nucleo este saturado del farmaco
(Leong, 1987).

3.6.3 Liberacion en sistemas biodegradables

El mecanismo de biodegradacion y liberacion de farmacos de este tipo de

sistemas son descritos en términos de tres parametros basicos.

- Tipo de unidén hidrolitica en el sistema
- Posicidn del grupo labil en el polimero
- Lainclusion del farmaco en el sistema: unién quimica a la cadena polimérica,

dispersado o disuelto.

La liberacion de en estos sistemas es controlada por difusion o degradacion y
por una combinacién de ambas. Existen dos tipos de erosion en este tipo de
matrices: Degradacién homogénea y degradacién heterogénea (erosion de la
superficie). Estos son los casos extremos y muchos sistemas estan constituidos de
los dos tipos de mecanismos (Siepmann, 2001). El proceso de degradacién es
mediante la escisién de la cadena polimérica principal, esta conlleva a la reduccion
del tamafno de esta cadena, mientras que la erosion es la pérdida de masa de la
matriz del polimero (Gopferich, 1997).

La degradacion homogénea es el mecanismo mas comun para estos
sistemas, donde el polimero se degrada homogéneamente por toda la matriz
mediante hidrolisis y se explica mediante la pérdida de peso molecular de todo el
sistema en primera instancia, seguido por una pérdida de masa cuando el peso
molecular de las cadenas se ha reducido a 15 000 g/mol o menos (Pitt, 1981). Por
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tanto la velocidad de degradacion puede ser modificada cambiando la composicién
del matriz, pero no por el cambio de tamario o forma (Gonzales, 2009).

La liberacion de farmacos en estos sistemas puede ser gobernada por las
ecuaciones derivadas para sistemas de difusion simple si el farmaco difunde
rapidamente antes de que la degradacion de la matriz comience. Sin embargo, este
tipo de degradacion causa dificultades en la velocidad de liberacion debido a los
cambios estructurales del polimero en el proceso de degradacion. A medida que el
polimero comienza a perder masa, la velocidad de liberacién aumenta debido a que
los mecanismos de difusién y erosién del polimero se hacen de manera simultanea
(Ritch, 2000).

Los sistemas con degradacion heterogénea pierden el material de la
superficie y el grado de erosién es dependiente del area superficial y la geometria
del sistema. El peso molecular del polimero generalmente no tiene un cambio
significante en funcién del tiempo (Baker, 1987), Sin embargo la erosién de la
superficie requiere que la velocidad de degradacion de esta sea mucho mas rapida
que la velocidad de penetracion de agua en la matriz (Langer, 1990).

3.6.4 Tratamiento empirico para describir la liberacion de farmacos

Para simplificar el analisis de los datos de liberacién a partir de sistemas
poliméricos de geometria variable, una expresion empirica, exponencial fue
propuesta por Korsmeyer en 1983 (Korsmeyer, 1983) y Peppas en 1985 (Ritger,
1987) para relacionar la fraccion liberada del farmaco en un tiempo determinado
(Ecuacion 4). Esta ecuacién nace del intento de explicar mecanismos de liberacion
de farmacos donde se presenta erosidbn o disolucibn de la matriz, y es
fundamentalmente una forma generalizada de la ecuacién de Higuchi (Aragdn, 2009)

que se expresa como:
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Donde M¢/M.. es la fraccién de soluto que se ha liberado a un tiempo t y K es una
constante que incorpora caracteristicas estructurales y geométricas del sistema de
liberacion y n es el exponente que indica el mecanismo de liberacién del farmaco
(Ritger, 1987). Esta predice que la fraccion liberada del farmaco esta
exponencialmente relacionado con el tiempo de liberacién vy describe
adecuadamente la liberacién a partir de bloques, esferas, cilindros y discos de
matrices con o sin hinchamiento por solvente, esto se describe en la tabla 3. Cuando
el valor de n es de 0.5 la liberacion del farmaco sigue un mecanismo de difusion de
tipo Fickiano o transporte caso I. Una difusion no Fickiana se produce cuando los

valores de n son mayores que 0.5 y menores de 1 (Aragén, 2009).

En los casos donde el sistema de liberacibn es un material poroso, la
constante n puede tomar valores menores que 0,50, puesto que se combinan los
mecanismos de difusion parcial a través de una matriz hinchada y a través de los
poros llenos de agua (Doadrio, 2008). Ademas, valores de n < 0,50 denotan la
existencia de otro proceso simultaneo al proceso de difusion. No obstante, Peppas
sugiere que esta expresion podria aplicarse para el analisis fenomenolégico de
cualquier mecanismo de liberacién, independientemente del mecanismo molecular

especifico de transporte del farmaco (Korsmeyer, 1983).

Tabla 3: Exponente y mecanismos de liberacion difusional de sistemas de
liberacion cilindricos y esféricos con o sin hinchamiento (Peppas, 1985, Ritger,

1987).
Sistema Exponente difusional (n) Mecanismo de liberacion
Sin <05 Liberacién a través de material poroso
hinchamiento 0.5 Difusion tipo Fickiana.
0.5-1.0 Transporte no-Fickiano.
1.0 Orden Cero.
Con 0.45 Difusién tipo Fickiana.
hinchamiento 0.45-0.89 Transporte no-Fickiano.
0.89 Transporte Caso |l
>1 Super Transporte Caso Il.
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3.7 Proceso sol-gel

El método sol-gel se desarroll6 desde hace mas de 40 afios como una
alternativa tecnolégica para la preparacion de vidrios y ceramicos a temperaturas
considerablemente bajas (Ramirez, 2010). Este proceso en la actualidad es
utilizado para la produccién de diversos materiales como: fibras, recubrimientos,
nanoesferas, microesferas, peliculas y monolitos con propiedades muy controladas
(Wright, 2001). Ademas este proceso se clasifica dentro de los llamados
procedimientos suaves de sintesis de materiales, ya que se puede trabajar a
temperaturas muy bajas (Ramirez, 2010). Esta técnica nos brinda la posibilidad de
inmovilizar, estabilizar y encapsular moléculas bioldgicas tales como enzimas,

anticuerpos, microrganismos y una gran variedad de farmacos (Hernandez, 2007).

El uso de esta técnica de sintesis permite, dadas la alta homogeneidad y
tamano de particula a escala molecular de los materiales de partida, que se alcance
el estado de equilibrio con mayor facilidad, asi como un control adecuado de las
condiciones de sintesis, nuevos materiales dificiimente accesibles por otras vias
(Sakka, 2004). Ademas que ofrece muchas ventajas en la encapsulacién o inclusion
de activos frente a otro tipo de matrices poliméricas de uso similar:

Son estables térmica, quimica y fotométricamente

2. Las moléculas encapsuladas se protegen mejor
La mayoria de este tipo de compuestos son transparentes incluso en la region
de Luz ultravioleta (UV)

4. Las moléculas pueden estar atrapas dentro de la matriz durante un largo periodo
de tiempo (Matsui, 2004).

3.7.1 Bases del proceso sol-gel

El proceso sol-gel consiste basicamente en la formacion de redes en forma
de gel compuestas por elementos inorganicos obtenidos a través de dos reacciones
quimicas simultaneas que son la hidrélisis y condensacion a partir de una solucién
homogénea o sol del precursor (alcoxido), solvente, agua y un catalizador (Ramirez,
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2010). Un sol es una dispersion de particulas coloidales de un liquido donde las
particulas son suficientemente pequenas para permanecer suspendidas por
movimiento Browniano, estas particulas inicialmente de tamafno coloidal presentan
diametros de 1-100 nandémetros (Martinez, 1999). Un gel es un sélido consistente de
al menos dos fases: una fase solida que forma una red que atrapa e inmoviliza a una

fase liquida (Gonzalez, 2000).

Los precursores mas comunmente utilizados en el proceso sol-gel son los
alcéxidos metalicos o alcoxisilanos. Estos reaccionan con agua a través de las
reacciones de hidrélisis y condensacién (polimerizacién) hasta conducir a un éxido
metalico amorfo, el alcohol producido durante la reaccion de hidrélisis se remueve

facilmente durante el proceso (Béttcher, 1988).

El producto inicial de las transiciones sol-gel se conoce como alcogel,
después de esta transicion, la fase solvente se remueve de los poros de la red
interconectada. Si se remueve mediante un tratamiento térmico convencional, el
resultado es un xerogel. Si se remueve a través de evacuacion supercritica, el
resultado es un aerogel (Woignier, 2006), asi mismo si se liofiliza obtenemos un
criogel (Quintanar, 2009); estos diferentes tipos de estructuras se muestran en el

figura 6.
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Figura 6: Resumen de los procesos de formacion de distintas formas con la

tecnologia sol-gel (Quintanar, 2000).
3.7.2 Reacciones del proceso sol-gel.

En el inicio del proceso sol-gel existen la hidrélisis y la condensacion de
manera simultanea, las principales variables que controlan la polimerizacion
mediante el crecimiento y agregacion de especies sol/silicato a traves de la

transicion desde un sol hasta el estado gel son:
1. Tipo de alcoxisilano y su funcionalidad

2. Tipo de catalizador (OH o H")
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3. La razdén agua/alcoxido (R) (Brinker, 1990)

El resultado de estas reacciones es la formacion del gel o el proceso
denominado gelacién, en el cual hay un cambio de viscosidad en el medio y la
reaccibn predominante es la condensacién. Finalmente los procesos de
envejecimiento, secado y densificacion son opcionales y dependen del tipo de

material a crear (Wright, 2001).
3.7.2.1 Hidrdlisis y condensacion

Las reacciones de hidrdlisis y policondensacion inician en numerosos sitios
dentro del sol del alcoxisilano y agua cuando la mezcla ocurre. Ambas, hidrélisis y
condensacion, pueden ocurrir mediante acidos o bases que catalizan reacciones de
substitucién bimoleculares nucleofilicas por ataque nucledfilico de los atomos de
oxigeno del agua sobre los atomos de silicio (Araujo, 2000). A nivel de grupo

funcional molecular el proceso se resume en tres reacciones:

Hidrolisis
=Si-OR+ H,O S =Si-OH +ROH (5)
Esterificacion
Condensaciéon de alcohol

=Si-OR+ HO-Siz & =Si-O-Si= +ROH (6)
Alcohdlisis

Condensaciéon de agua
=Si-OH + HO-Si= 5 =Si— 0O - Si= + H.,0 (7)
Hidrdlisis

Donde R es un grupo alquilo (CxHax.1), €l producto intermedio de la reaccién
de hidrolisis que existe como resultado de una hidrolisis parcial, incluye grupos Si-
OH, los cuales son llamados silanoles. La hidrélisis completa de Si(OR)4 a Si(OH)4
daria acido silicico, pero esto no ocurre. En su lugar las reacciones de condensacion

pueden ocurrir entre cualquiera de los dos silanoles o un silanol y un grupo etoxi
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para formar un puente oxigeno o un grupo siloxano Si-O-Si (Reaccién 7) (Brinker,
1990, Martinez, 1999).

El efecto de catalisis puede ser juzgado por la velocidad de reaccién a
diferentes valores de pH, los acidos minerales y el amoniaco son los mas
generalmente usado en este proceso (Araujo, 2000). Los mecanismos de hidrélisis

con catalisis acida y con catalisis basica son resumidos en la siguiente figura:

OR
RO\\ + *+HO / .\
S—OR™ ™ HOo —Si—O0R_ HO—gi—OR
Lot
J RO OR ROH
H+
RO
- \ RO OR OR
\Si—OR - HO —=Si y > A
OH'Ré / i—OR HO—Si—OR
RO OR OR

Figura 7: Mecanismos de hidrélisis en el proceso sol-gel (Martinez, 1999)

El mecanismo de catalizacion acida estd precedido por una rapida
protonacién de —OR o sustituyentes —OH enlazados a Si, mientras que bajo
condiciones basicas, aniones hidroxilo o silonalatos atacan directamente al Si.
(Martinez, 1999).

Un factor importante en la hidrélisis y condensacién es el grado molar
Agua/Alcoxido (w), el factor estequiométrico para una hidrolisis completa es de 4.
Sin embargo, se puede ocupar una menor cantidad de agua, debido a que la
reaccion de condensacion produce agua, pero si la cantidad de esta es muy
pequena la velocidad de hidrolisis disminuye notablemente, de manera similar pasa
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cuando hay grandes cantidades de agua, por tanto el tiempo de gelacién aumenta
(Wright, 2001).

Las reacciones de condensacién simultaneas o posteriores a la hidrélisis son
de gran importancia en la gelificacion, ya que dependiendo de las condiciones a las
cuales se lleva la preparacion del material, ya que en condiciones acidas la hidrélisis
es lenta y la silica tiende a formar moléculas lineales que ocasionalmente se
entrelazan (Brinker, 1990), como se muestra en el figura 8. Estas cadenas de
moléculas se enredan y forman ramificaciones adicionales resultantes que llevan a
una gelacién (Martinez, 1999). Bajo condiciones basicas la hidrélisis es rapida y se
forman rdpidamente cumulos de ramificaciones que no son interpenetrables antes
del secado y entonces se comportan como especies discretas (Martinez, 1999),

como se muestra en el figura 9.

RO—Si(OH),
répida |

. B -+
RO —Si(OH)s+ H* /O\H RO
H

OH OH
RO—Si(OH), | |

Lenta
K *RO— Si(OH); > RO — Si- O- Si - OR+ H,0*
H/O\H R

s

Figura 8. Mecanismo de condensacion de Silica mediante catdlisis &cida (Martinez,
1999)
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icie s
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rapida

RO — Si(OH)s+ OHZ > Si(OH),0- + H,0

Lenta

RO —Si(OH);+ OR + RO-Si(OH),0c = RO - Si(OH),-0-Si(OH),OR + OH-

Figura 9. Mecanismo de condensacién de Silica mediante catalisis basica (Martinez,
1999)

3.7.3 Gelacion

Cuando se forman suficientes enlaces interconectados Si-O-Si en una region,
responden cooperativamente como si fueran particulas coloidales o soles. Con el
tiempo las particulas coloidales y las especies de silica condensada se unen para
formar redes tridimensionales (Gonzales, 2000). En la gelacién la viscosidad se
incrementa de manera notable para finalmente formar un sélido que adopta la forma
del recipiente 0 molde que contiene al material (Colby, 1986). El producto de este
proceso y de las transiciones sol-gel es llamado alcogel (Martinez, 1999), el proceso

se resumen en el figura 10.
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Figura 10. Representacion esquematica del proceso sol-gel (Gonzéles, 2000).

Las reacciones de policondensaciéon continian aun mucho tiempo después
del punto de gelacion, este proceso también llamado “envejecimiento”, consta del
fortalecimiento, refuerzo y contraccion de la red polimérica. Los procesos de
disolucién y reprecipitacion pueden entorpecer la estructura del poro, y la separacién
puede ocurrir incluso en interfaces sdlido-liquido, sélido-sélido y liquido-liquido.
Ademas estos cambios tienen un profundo efecto en el proceso de secado y

sinterizacién (Brinker, 1990).
3.7.4 Secado

El secado es una parte critica en la sintesis sol-gel, ya que de este paso va a
depender en gran medida las propiedades del material finalmente obtenido, este se
describe como la operacién de eliminacion de agua o solventes de los poros del
solido, este se efectua generalmente en el dominio de temperatura 30-150 °C. En
esta etapa se producen transformaciones fisicas, quimicas y mecanicas las cuales

modifican profundamente la estructura del gel (Rojas, 2012). Las particulas se
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someten a fuertes tensiones capilares las cuales disminuyen con el incremento del
diametro del poro, este puede ser aumentado a través de la maduraciéon o
envejecimiento o sustitucion de disolvente (Crossley, 1995).Durante este proceso se
presenta una contraccién considerable de la red hasta formar un gel de mayor
resistencia, que se transformara posteriormente en un soélido (Partlow, 1985). El
secado por evaporacion convencional de un gel induce presion capilar asociada
entre la interfase liquido-vapor con un poro. Durante la remocion del solvente se
puede obtener como producto seco un xerogel o aerogel. Los aerogeles son
obtenidos por secado a condiciones supercriticas para evacuar el fluido (solvente),
son procesados por incremento de temperatura y presion arriba del punto critico.
Mientras que los xerogeles son obtenidos por la evaporacién del solvente y agua
hacia la atmdésfera, mientras el liquido es evaporado, la estructura del gel se colapsa
(Ramirez, 2010).
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Uno de los retos en la terapia del cancer es la dosificacion éptima y
vectorizacién del activo al sitio de accién. La aparicion de nuevos farmacos que
prometen ser mas eficaces y especificos que los empleados actualmente, conlleva a
nuevos retos tecnoldgicos. Por lo tanto, es necesario el desarrollo de sistemas de
liberacidn modificada que permitan a estos farmacos llegar al sitio de accion y
mantener la cantidad necesaria durante el tiempo requerido. Debido a que el tri-n
butil estafo 3,4-(metil dioxi) fenilacetato es un fa&rmaco prometedor en la terapéutica
anticancerosa, se propone desarrollar un sistema biocompatible de liberacién
modificada para este compuesto mediante la técnica de sol-gel

5. HIPOTESIS

Si el polimero inorganico obtenido mediante el proceso sol-gel permite el
desarrollo de matrices y de microparticulas que encapsulen al tri-n butil estafo 3,4-
(metil dioxi) fenilacetato entonces sera capaz de liberar el farmaco de una manera

controlada.

Ernesto Cuahutencos Escobar 33



"Obtencién de microparticulasy de una matriz de liberacion controlada conteniendo un agente
antitumoral de estafio, utilizando la técnica de sol-gel”

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Disefiar y optimizar una matriz de SiO, biocompatible de liberacion
controlada y microparticulas que encapsulen y liberen un farmaco antitumoral de

estano.

6.2 Obijetivos particulares

1. Sintesis del polimero inorganico por la técnica de sol-gel para la elaboracion

de la matriz y de las microparticulas.

2. Caracterizar el material obtenido por Difraccion de Rayos X (DRX),

Microscopia electrénica de barrido (SEM) y Espectroscopia Infrarroja.

3. Disenar y validar el método analitico del tri-n butil estafio 3,4- (metil dioxi)
fenilacetato para el estudio de disolucién in vitro.

4. Demostrar mediante estudios de disolucion la liberacién controlada del tri-n

butil estaiio 3,4- (metil dioxi) fenilacetato en la matriz y microparticulas.
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7. MATERIAL Y METODOS
7.1 Reactivos

El Tri-n butil estano 3,4- (metil dioxi) fenilacetato y el agua bidestilada se
obtuvieron del Laboratorio de Farmacia Molecular y Liberacion Controlada. El
Tetraetoxisilano se obtuvo de Sigma-Aldrich®, Agua bidestilada, etanol anhidro,
Acido Clorhidrico, Ciclohexano, Span 80, fosfato monobasico de potasio, el fosfato
dibasico de sodio y el acido ortofosférico se obtuvieron de J.T. Baker. El aceite

vegetal fue de grado alimenticio.
7.2 Equipos

Calorimetro Diferencial de Barrido Perkin EImer® DSC-9, Espectrofotémetro
UV-Vis Varian® Cary 50Probe, Espectrofotémetro IR Perkin Elmer Spectrum RX-1.

7.3 Validacion del método analitico.

El método de cuantificacién fue validado utilizando los criterios de la guia de
validacién de métodos analiticos del Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos
Bidlogos, A.C. Los criterios evaluados fueron linealidad del método y del sistema,

precisidn, exactitud y porcentaje de recobro.

Las concentraciones del Tri-n butil estano 3,4-(metil dioxi) fenilacetato en las
curvas de calibracion se encuentran en el intervalo de 4 a 20 pg/mL y la calibracion
se construye graficando la relacion de la concentracion del farmaco en funcién de
sefal de respuesta (Absorbancia) tomando como blanco solucion amortiguadora de
fosfatos a pH 7.4 en la cual fueron humectadas microparticulas sin farmaco.

7.4 Elaboracion de matriz de liberacion controlada

Este sistema sol-gel se compone de Tetraetoxisilano (TEOS), etanol (EtOH),
Agua Bidestilada (H»0), Acido Clorhidrico (HCI) y Polietilenglicol 300 (PEGs) este
ultimo como modificador de liberacion y formaciéon de una red polimérica organica-

inorganica con la siguiente relacién molar: TEOS:EtOH:H,O:HCI = 1:4:4:0.6 y
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TEOS:PEG300 =1:3.07x10%,1:4.5x10° y1:2.25x10°. La cantidad de farmaco por

sistema para la formacién de la matriz fue de 2 mg.

La elaboraciéon de la matriz de liberacion prolongada se realiz6 mediante la
mezcla de TEOS, Etanol, agua y PEG300 con agitacion mecanica durante 30
minutos obteniéndose una solucién clara que posteriormente se colocd en
calentamiento a 80 °C con reflujo durante 2 horas. Se dejé enfriar a temperatura
ambiente y se agregd el farmaco con agitacion mecanica durante 1 hora.
Posteriormente, la solucién se trasvasé a un molde de polipropileno de 2cm de
diametro y 1.5 cm de profundidad donde se llevé a secado a 40 °C con vacio

durante 48 horas.
7.5 Elaboracién de microparticulas cargadas con el farmaco

Se realizaron dos métodos diferentes para la encapsulacion del farmaco en
microesferas, los dos basados en la combinacion de microemulsiones y la tecnologia

sol-gel.
7.5.1 Método con ciclohexano/span 80

El sistema sol-gel se compone de Tretaetoxisilano (TEOS), Etanol (EtOH),
Agua Bidestilada (H:0) y Acido Clorhidrico (HCI) con la siguiente relacién molar:
TEOS:EtOH:H,O:HCI = 1:4:4:0.6.

Adicionar el TEQOS, agua, HCI, y etanol, mezclar con agitacién a 300 rpm
durante 30 minutos, al finalizar se obtiene una solucidn. Esta solucién se dej6 en

reposo en un recipiente tapado durante 20 horas.

Pasado ese tiempo se adiciona el farmaco y mezcla por 4 horas mas
(Solucion A). La fase continda se prepara a partir de una dilucion de Span 80 en
ciclohexano con una concentracion de 1% p/v y se agité hasta obtener una solucién
clara ambarina (Solucion B). Después de las 24 horas totales que se dejd
envejeciendo la Solucion A, esta se goted lentamente en la fase continua (Solucién

B) con agitacion a 500 rpm durante 1 hora.
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Las microparticulas fueron separadas mediante filtracién y lavadas con tres
partes de ciclohexano para remover los restos del surfactante, posteriormente se
secaron a temperatura ambiente durante 24 horas y después a 40 °C durante 3

dias.
7.4.2 Método con aceite vegetal

Se realizd una mezcla con TEOS, HCI al 0.1 M y agua bidestilada con
agitacion a 300 rpm durante 90 minutos, se obtiene una solucibn homogénea con un
pH final de 1 a 2 dependiendo de la cantidad adicionada de una solucién de HCI 0.1
M, después de obtener el sol agregar el farmaco en solucién a una concentracion de
1.28 mg/mL con agitacion mecanica a 300 rpm durante 30 minutos. Esta solucién se
agrega lentamente mediante goteo a la fase oleosa (aceite vegetal) en agitacién a
600 o 840 rpm durante 90 minutos en una proporcion de fase organica/Agua de 5 o
10. Pasado el tiempo las microparticulas obtenidas fueron separadas mediante
filtracion y enjuagadas con 3 partes de agua bidestilada. Después secar con vacio a
40 °C durante 24 horas.

7.6 Diseiho Experimental

Se realiz6 un disefio factorial 2%, en este disefio los factores a evaluar fueron:
el pH del sol, relacion molar Agua/TEOS, velocidad de agitacion (rpm) y relacidén
O/W. Siendo la respuesta a evaluar el porcentaje de farmaco encapsulado. En la
tabla 4 se muestra a mayor detalle los factores y niveles con los cuales se realiz6 el
diseno factorial. El disefio, aleatorizacion de los experimentos y analisis estadistico

fue realizado mediante el programa estadistico JMP 10.

Tabla 4. Factores y niveles del disefio factorial 2°.

Factores Nivel bajo Nivel Alto
pH del sol 1 2
Relacion molar Agua/TEOS 4 6
Relacion O/W 6 10
Velocidad de agitacién (rpm) 600 840
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7.7 Caracterizacion fisicoquimica de las microparticulas
7.7.1 Caracterizacion térmica

Se lleva a cabo la técnica de calorimetria diferencial de barrido en un equipo
Perkin Elmer DSC-9 mediante calentamiento a una velocidad de 10 °C/minuto, en
atmosfera inerte de Nitrégeno.

7.7.2 Tamaio de particula

Se determin6 mediante el andlisis de un microscopio 6ptico marca Leitz
equipado con un sistema de medicion de 10 um a 200 um y un sistema de contraste
de fases y luz polarizada a un aumento de 1200 X. Las fotografias de microscopio
Optico fueron tomadas en ese mismo laboratorio con una camara digital Sony

modelo Cyber-shot DSCP10 de 2.1 megapixeles.
7.7.3 Caracterizacion mediante Espectroscopia IR

Se caracterizacion en un Espectroscopio FT-IR Marca Perkin Elmer ® Espectrum
RX-1 mediante Barrido de 4000 a 400 cm’".

7.7.4 Encapsulacion del farmaco

Se determind mediante la cuantificacion del farmaco no encapsulado, en los
lavados de las microparticulas. Tomando una alicuota y leyendo al

espectrofotdmetro UV-Vis a una longitud de onda maxima de 286 nm.
7.8 Cinética de liberacion del farmaco encapsulado en las microesferas.

En vasos enchaquetados con un sistema de calentamiento mediante
recirculacion de agua se colocé 100 ml de solucion amortiguadora de fosfatos
ajustada a pH 7.4 manteniendo la temperatura de esta a 37.5+0.5 °C se agreg6 500
mg de microparticulas que contenian el farmaco se colocaron en agitaciéon a 10 rpm
durante 72 horas, obteniendo 3 mL de muestras con reposicion de medio. Las
alicuotas se leyeron a una longitud de onda de 286 nm, tomando como blanco un

sistema de microesferas sin activo y mediante las mismas condiciones.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Validacion del método analitico

El método resulté ser lineal, preciso y exacto en el rango de concentracion de

4 a 20 pg/mL. Los parametros principales de validacidon se resumen en la tabla 5.

Tabla 5 Parametros de validacion del método analitico

Linealidad del sistema

Parametro Valor Especificacion
Coeficiente de determinacion (r) 0.9994 r*>0.98
Pendiente (m) 0.0079 -
Intercepto (b) - 0.0047 -
Intervalo confianza para ordenada al -2.39a1.03 Debe incluir cero
origen (Bo)
Linealidad del método
Coeficiente de determinacion (r°) 0.998 R2>0.98
Intervalo de confianza para la pendiente  0.96 a 1.03 Debe incluir 1
(B1)
Intervalo de confianza para ordenada al 0.33a0.46 Debe incluir cero
origen (Bo)
Coeficiente variacion para regresion 2.44 <3%
(CVY/X)
Intervalo de confianza para la media 99.53 a 102.39 Debe incluir el
poblacional 100%
Precision
Inter-analisis (C.V) 1.60 <3%
Intra-analisis (C.V) 1.39 <3%
Exactitud
Porcentaje de recobro 100.96 97-103 %
CV del porcentaje de recobro 1.85 <3 %
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En la figura 11 se muestra la curva de calibracion de Tri-n butil estafio 3,4-

(metil dioxi) fenilacetato a 286 nm.
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Figura 11. Curva de calibracién de Tri-n butil estafo 3,4-(metil dioxi) fenilacetato.
8.2 Elaboracion de la matriz de liberacion controlada

Las matrices de liberacién prolongada son estables fisicamente después de
48 horas de secado no importando la relacién molar TEOS:PEGsq, Sin embargo a
partir de que la matriz es retirada del molde estas comienzan a sufrir ruptura en
bordes y posteriormente fragmentacién total de la matriz. Esto se puede deber a
dos factores importantes: el proceso de secado y el sinterizado que puede ser
ineficiente aun para las cantidades minimas empleadas de PEGg3o debido a que en
este proceso el secado fue a 40 °C, por tanto el proceso de secado no fue lo
suficientemente eficiente que evitara la oclusién de agua o etanol provocando asi
tension en el ambiente microporoso del alcogel dando como resultado fragmentacion

como se muestra en la figura 12.
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Figura 12. Matriz con fragmentacién en bordes, 24 horas después de proceso de
secado.

8.3 Elaboracion de microparticulas

Los dos métodos de obtencion de microparticulas comparten la unién de la
tecnologia sol-gel con la técnica de polimerizacién por emulsion mediante los cuales
se obtuvieron microparticulas esféricas, el resultado de cada proceso se presenta a
continuacion.

8.3.1 Método con fase continua ciclohexano/span 80

Con este método se obtuvieron microparticulas de forma esférica con un
diametro menor a 100 um, se decidid no proseguir con la optimizacion de esta
técnica debido a problemas con el limite de cuantificacién del farmaco presente en la

fase continua (ciclohexano/Span 80) y el tiempo de reaccidon mas largo.
8.3.2 Método con fase continua aceite vegetal

El método ocupado para la obtencién de microparticulas esta basado en uno
propuesto por Radin y col, modificando la hidrélisis acido-base de dos pasos por
solo la hidrélisis acida. La cantidad de farmaco agregada al sol fue disminuida
debido a que el farmaco juega un papel importante en el proceso de gelacién, ya
gue a una concentracién > 12 mg/mL el sol comienza a tener un rapido proceso de
gelacion, esta actividad catalizadora es posiblemente a causa de la captacion del

etanol generado en el proceso sol-gel para la solvatacion del farmaco. Este proceso
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desestabiliza el equilibrio de las reacciones en el sistema sol-gel, disminuyendo en
gran medida el proceso de re-esterificacion y aumentando asi el proceso de
condensacion que es desfavorecida a pH acido (Milea, 2011). Se descarta el
aumento de velocidad de gelacién por cambio de pH debido a que en soles con una
concentracion de 10 mg/mL de farmaco el cambio de pH en el sol es <0.5. Aunado a
esto el acomodo estructural de tipo polimérico que podria tener el farmaco-farmaco o
farmaco-SiO, no queda descartado para que el tiempo de gelacién sea acortado de

una forma anormal a la concentracién arriba descrita.

Por otra parte las microparticulas obtenidas mediante este método son de
forma esférica con un tamafo no mayor a 100 um como se muestran en la figura 23

en el apartado del disefio experimental.
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8.3.3 Diseno Experimental

Las microparticulas obtenidas mediante la metodologia de microemulsion con
aceite vegetal y su porcentaje de encapsulacion se muestra en la tabla 6.

Tabla 6 Resultados del % de encapsulacion para los tratamientos.

No pH Agua/TEOS  Velocidad(rpm) o/W % encapsulacion
1 1 6 600 10 82.02
2 2 6 840 10 90.94
3 1 6 840 5 75.25
4 2 6 600 10 88.89
5 2 4 600 10 95.58
6 2 4 600 5 70.76
7 1 4 840 5 60.30
8 1 4 600 5 92.89
9 1 4 840 10 84.91

10 2 6 600 5 70.48

11 2 4 840 5 86.78

12 1 6 600 5 80.10

13 2 6 840 5 87.77

14 1 6 840 10 72.11

15 2 4 840 10 81.90

16 1 4 600 10 88.00

Para evaluar los efectos de cada factor y las interacciones con los demas
factores se realiz6 el célculo de los contrastes de factores individuales y las
combinaciones principales y secundarias, mostradas en la figura 13.
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Contrastes

Razoén de Valor Valor de p
Factor Contraste t-Lenth ind. de p simutaneo
o/w 3.75125 1.74 | 0.0956 0.6417
pH 2.34500 J 1.09 | 0.2616 0.9829
Velocidad (rpm) -1.79750 -0.83 | 0.3795 0.9999
Agua/TEOS -0.84750 -0.39 | 0.7135 1.0000
O/W*pH 1.43875 :| 0.67 | 0.5315 1.0000
O/W*Velocidad (rpm) -1.28125 |_ -0.59 | 0.5792 1.0000
pH*Velocidad (rpm) 4.50750 | 2.09 | 0.0538 0.4327
O/W*Agua/TEOS -1.20625 |_ -0.56 | 0.6014 1.0000
pH*Agua/TEOS 1.23000 :|_‘ 0.57 | 0.5950 1.0000
Velocidad (rpm)*Agua/TEOS 2.37000 1.10 | 0.2575 0.9806
O/W*pH*Velocidad (rpm) -4.33625 | -2.01 | 0.0611 0.4777
O/W*pH*Agua/TEOS 1.41125 J 0.65 | 0.5436 1.0000
O/W*Velocidad (rpm)*Agua/TEOS -1.25625 -0.58 | 0.5865 1.0000
pH*Velocidad (rpm)*Agua/TEOS -0.24500 -0.11 | 0.9156 1.0000
O/W*pH*Velocidad (rpm)*Agua/TEO 3.06375 1.42 | 0.1523 0.8501

Figura 13. Contraste de los factores experimentales y sus combinaciones.

En esta figura se presenta los contrastes de factores y las combinaciones
principales y secundarias, en el grafico de barras podemos ver que los contrastes
con un efecto significativo (p>0.05) son los valores que sobrepasan a las lineas

azules.

La combinacién principal pH*Velocidad y la combinacion secundaria
O/W*pH*Velocidad son los que tienen un efecto significativo en el por ciento de
encapsulacién con una p<0.05. Esto también se muestra en la figura 14 donde se
representa el grafico de Probabilidad Normal en cudl se grafica el Cuantil de
distribucién t contra el valor absoluto del contraste.
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Grafico de Probabilidad Normal
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Figura 14.Grafico de Probabilidad Normal que muestra los cuantiles normalizados
contra los valores absolutos de los contrastes.

Se analizaron todos los factores y efectos primarios y secundarios mediante
andlisis de varianza, de esta manera evitar sesgos de exclusién de datos. En la
figura 15 se muestra el gréafico de prediccion junto con la tabla 7 esta muestra
evidencia que no existe ningun efecto significativo en el modelo.
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Figura 15. Grafico de prediccion del Porcentaje de encapsulacién del farmaco

Tabla 7. Analisis de varianza del modelo del farmaco

Fuente Grados de Suma de Cuadrado F
libertad cuadrados medio
Modelo 14 1257.073 89.791 0.5979
Error 1 150.185 150.185 Prob>F
Total 15 1407.258 0.7832

A pesar de que ningun factor o combinacibn no mostraron un efecto

significativo vale la pena analizar que algunos efectos mostrados tiene un alto nivel

de contraste y una combinacion de tres factores (O/W*pH*Velocidad (rpm)) con un

contraste de efecto negativo como se muestra en la figura 16.
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Estimaciones de los parametros

Término Estimacion Error Std Razént Prob>|t|
Intercept 81.7925 3.06375 26.70 0.0238 *
O/W(5,10) 3.75125 3.06375 1.22 0.4360
pH(1,2) 2.345 3.06375 0.77 0.5841
Velocidad (rpm)(600,840) -1.7975 3.06375 -0.59 0.6622
Agua/TEOS(4,6) -0.8475 3.06375 -0.28 0.8282
O/W*pH 1.43875 3.06375 0.47 0.7205
O/W*Velocidad (rpm) -1.28125 3.06375 -0.42 0.7478
pH*Velocidad (rpm) 45075 3.06375 1.47 0.3800
O/W*Agua/TEOS -1.20625 3.06375 -0.39 0.7612
pH*Agua/TEOS 1.23 3.06375 0.40 0.7570
Velocidad (rpm)*Agua/TEOS 2.37 3.06375 0.77 0.5808
O/W*pH*Velocidad (rpm) -4.33625 3.06375 -1.42 0.3916
O/W*pH*Agua/TEOS 1.41125 3.06375 0.46 0.7252
O/W*Velocidad (rpm)*Agua/TEO -1.25625 3.06375 -0.41 0.7523
pH*Velocidad (rpm)*Agua/TEOS -0.245 3.06375 -0.08 0.9492

Figura 16. Estimacién de contrastes del modelo de filtrado.

En la figura 17 podemos ver el perfil de interacciones de los factores
estudiados donde la interaccién pH*Velocidad es significativo, el factor O/W con un
nivel alto (10) mostré un mayor porcentaje de encapsulacion interactuando con los
demas factores. Por ultimo se aprecia que el factor AQua/TEOS mostré interaccién
con O/W, pH y velocidad pero es debido a que estos tres Gltimos factores tienen un
efecto superior. Por tanto separando en dos grupos mediante el factor Agua/TEOS
se puede distinguir de una manera mas adecuada el efecto de los tres factores con

un mayor nivel de contraste.
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Perfiles de interaccion
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Figura 17. Grafico de interaccion de factores de disefio experimental.

En la figura 18 se muestra el grafico de cubo donde observamos que la
mayor respuesta para ambos grupos se encuentra en la siguiente combinacion de
factores: pH=2(+), O/W=10(+), y Velocidad (rpm)= 600 (-), y cada grupo muestra los
efectos inherentes del nivel alto y bajo de la relacion molar AQua/TEOS.
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Figura 18. Gréfica de cubo donde se muestran los niveles 6ptimos para obtener el

mayor porcentaje de encapsulacion del farmaco en microparticulas.

Por tanto podemos concluir que aun cuando en el disefio experimental no
pone en evidencia algun efecto estadisticamente significativo, si muestra una clara
tendencia en cual es la combinacion de factores anteriormente descritos podria dar

un porcentaje mayor de encapsulamiento.
8.4 Caracterizacion fisicoquimica de las microparticulas
8.4.1 Caracterizacion térmica

En la figura 19 se muestra el termograma en donde se aprecia la endoterma
de fusién del Tri-n-butil estafo 3,4-(di6xi metil) fenilacetato donde se muestra su

pureza relativa de 99.76 % y su pico de fusion de 57 °C.
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Figura 19. Endoterma de fusién del el Tri-n-butil estafio 3,4-(diéxi metil) fenilacetato.

Se realiz6 una mezcla fisica para evaluar la interaccion entre SiO, y el
farmaco, donde podemos observar el pico de fusiéon del farmaco con un corrimiento
minimo a 57.52 °C con esto se confirma que no hay interaccion alguna entre la
matriz polimérica y el farmaco, esto se observa en la figura 20 donde también
observamos un ascenso en la linea base con una transicién vitrea (Tg) entre 80-140
°C de la matriz polimérica, esta seudotransicion y el aumento o disminucién del
intervalo de temperatura puede estar influenciado por el tamafo de particula de las
microparticulas de SiO; (Soon, 2012).
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Figura 20. Endoterma de fusion de mezcla fisica de Farmaco-Matriz de SiO».

En la figura 21 se muestran los endotermas de microparticulas sin farmaco
(lado izquierdo) y con farmaco (lado derecho) de los experimento 2, 5 y 8. Las
microparticulas del experimento 2 que no contienen el farmaco presentan un Tg=
100.93 °C mientras que las microparticulas con farmaco presentan un corrimiento
negativo muy pequeno de esta transicion a Tg= 97.22 °C, atribuido a la inclusion del
farmaco dentro de la matriz polimérica. En los endotermas de los experimentos 5y 8
ocurre el mismo comportamiento pero con un Tg menor con respecto al experimento
2 esto debido a las condiciones de la relacion Agua/TEOS vy la cantidad de farmaco

encapsulado. En latabla 8 se resumen los Tgs de los experimentos.

Tabla 8. Temperaturas de Transicidn vitrea de microparticulas de SiO; con
y sin farmaco

Experimento Sin Farmaco (°C) Con Farmaco (°C)
2 100.93 97.22
5 ~79.0 77.59
8 76.12 75.02
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Figura 21. Endotermas de fusién de microparticulas de experimento 2 sin farmaco

(a), con farmaco (b), experimento 5 sin farmaco (c), con farmaco (d) y experimento 8

sin farmaco (e) y con farmaco (f).
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8.4.2 Tamaio de particula

Se realizé la caracterizacién de tamano de particula mediante microscopia de

luz con el método con ciclohexano/span 80 donde se observan particulas esféricas y

porosas con un tamano menor a 100 um (figura 22).

Figura 22. Microparticulas obtenidas mediante el método con ciclohexano/span 80.

En la figura 23 se muestran imagenes de las microparticulas obtenidas
mediante el método con aceite vegetal, donde estas son de forma esférica con
tamafno de 50 um y no mayor de 100 um.
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Figura 23. Microparticulas obtenidas mediante el método con aceite vegetal.
8.4.3 Caracterizacion mediante Espectroscopia IR

En la figura 24 se muestra el espectro infrarrojo del farmaco donde se
observan las bandas de absorcién bien definidas del farmaco de 2980-2880 cm’
que corresponden a los estiramientos de radicales butilos y de 1700-1550 cm™ de
estiramiento del grupo carbonil debido a la formacion del enlance covalente con Sn
(Pergamon, 1979), y de 500-600 cm™ corresponden a las vibraciones de los
enlaces Sn-O y Sn-C.
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Figura 24. Espectro de absorcion infrarrojo del Tri-n butil estafio 3,4-(metil dioxi)

fenilacetato.

En la figura 25 se muestra el espectro infrarrojo de las microparticulas sin
farmaco de tres experimentos, en el que podemos observar tres bandas principales
de absorcién, la primera a ~465 cm™ se debe a la vibraciones de balance de Si, la
banda de ~800cm™ se debe al estiramiento simétrico del O de los enlaces Si-O-Si y
la banda localizada en ~1080 cm™' se debe al movimiento asimétrico de estiramiento
del O entre de los enlaces Si-O-Si. Las bandas adicionales de absorcion de 3100 a
4000 cm™ corresponden a las vibraciones fundamentales de estiramiento de los
diferentes grupos OH dentro del xerogel como agua adsorbida (3540 cm™), pares de
Si y OH superficiales mutuamente ligados por puentes de hidrégeno (3660 cm™) y
SiOH libres sobre la superficie del xerogel (3750 cm™). La banda de 1620-1650 cm’

esta asignada a la deformacion de agua molecular.
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Figura 25. Espectro de absorcién infrarrojo de microparticulas de SiO, obtenidas por

el método con aceite vegetal.

En la figura 25, los cambios en la intensidad de la banda de 3100-3800 cm’
es debida al acomodo estructural de los silanoles y es independiente de la cantidad
de agua ocluida en las microparticulas, la red polimérica también es confirmada por
las bandas caracteristicas anteriormente descritas del SiO». En la figuras 26, 27 y 28
se muestra la comparacion de microparticulas con y sin farmaco, se puede apreciar
que la banda de las vibraciones de enlaces Sn-O y Sn-C a 500-600 cm™ y la banda
de estiramiento de radicales butilos a 2880-2980 cm™' tiene una mayor intensidad en
los tres experimentos, aunque hay cambios en algunas bandas referentes a la

estructura de la matriz de SiO».

Ernesto Cuahutencos Escobar 56



"Obtencién de microparticulasy de una matriz de liberacion controlada conteniendo un agente
antitumoral de estafio, utilizando la técnica de sol-gel”

100

80

© 60
(&)
c
]
IS
[%2]
c
© 40
|_
X m Sin carga
® Con carga o
\ 1
. > ) 5
@ B oL
T o o ¢@9
S & 5 @
(%)
0]
1 1 1 1
4000 3000 2000 1000

Ndmero de onda (cm')

Figura 26. Espectro de absorcién infrarroja de microparticulas de SiOz con y sin
carga del farmaco obtenidas por el método con aceite vegetal (Experimento 2).

En la figura 26 muestra que las bandas de absorcién del O para grupos
siloxanos se mantienen en ambas muestras, la banda de estiramiento de los grupos
OH aumenta y puede ser debido a la adicién de farmaco formando puentes de
hidrogeno con grupos silanoles y siloxanos de la matriz, se descarta que la cantidad
de agua influya ya que la banda de deformacién de esta disminuye con la presencia

del farmaco en la matriz.
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Figura 27. Espectro de absorcion infrarroja de microparticulas de SiO, con y sin

carga del farmaco obtenidas por el método con aceite vegetal (Experimento 5).

Las microparticulas con carga del experimento 5 muestran una banda mas
definida de 1200-1300 cm™ esto debido a la formacion de estructuras lineales o de
tipo cadena (Gonzélez, 2000), el aumento en la banda de estiramientos de OH es
debido a la cantidad de farmaco encapsulado enlazado a grupos silanoles y
siloxanos mediante puentes de hidrégeno y/o enlace covalente del habito cristalino

de zigzag (figura 27).
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Figura 28. Espectro de absorcion infrarroja de microparticulas de SiO, con y sin

carga del farmaco obtenidas por el método con aceite vegetal (Experimento 8).

En la figura 28 se muestra que la cantidad de agua vy la formacion de
siloxanos es la razén del aumento de la banda de las deformaciones de grupos OH
debido a las bandas de 465 y 800 cm™ aumentan con la presencia del farmaco.
Mediante esta técnica se comprueba la existencia del farmaco encapsulado dentro
de la matriz polimérica de las microparticulas, conforme aumenta la cantidad de

farmaco encapsulado aumenta también la banda de 3080-3800 cm™.
8.5 Encapsulacion del farmaco

Se realizé la cinética de liberacién del farmaco en los experimentos con mayor
porcentaje de farmaco encapsulado estos son los experimentos 2, 5 y 8 tomados de

los resultados del apartado 8.3.3 Disefio Experimental.
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8.4.5 Cinética de liberacion del farmaco encapsulado en las microesferas.

Se realizé la cinética de liberacion del farmaco de los 3 experimentos con
mayor porcentaje de encapsulacién (Experimentos 2, 5 y 8) en la figura 29 se
muestra este perfil de liberacidén del farmaco encapsulado en las microparticulas de

los experimentos antes mencionados.

100.0 -

——Experimento 2
90.0 -

—e—Experimento 5

80.0 Experimento 8

70.0
60.0
50.0

40.0

% de farmaco liberado

30.0

20.0

10.0

0.0 &% ‘ ; : :
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tiempo (hrs)

Figura 29. Perfil de liberacion del farmaco en microparticulas obtenidas por el
método con aceite vegetal.

Los resultados de la cinética de liberacion del farmaco a las 79 horas es el
siguiente: Experimento 2 con 91.35%, Experimento 5 con 77.40 % y Experimento 8
con 86.35 % (Anexo 1). En las primeras 6 horas los tres experimentos no presentan
el denominado “efecto disparo” esto es debido a las condiciones del proceso sol-gel
en especifico el intervalo de pH del sol (Paul, 2008), durante esta primera etapa de

tiempo las tres muestras presentan un comportamiento similar aunque en el

Ernesto Cuahutencos Escobar 60



"Obtencién de microparticulasy de una matriz de liberacion controlada conteniendo un agente
antitumoral de estafio, utilizando la técnica de sol-gel”

experimento 2 se presenta la tendencia de mayor porcentaje de liberacion del
farmaco (figura 30).
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Figura 30. Perfil de liberacion del farmaco microparticulas obtenidas por el método

con aceite vegetal durante las primeras horas.

La liberacién de farmacos en matrices de SiO, mediante la técnica sol-gel
pueden deberse a dos procesos fundamentales: difusién y/o disolucion controlada,
aunque dentro del proceso de liberacién del activo el que tiene un mayor efecto es
el primero (Kortesuo, 2001, Radin, 2008). Se aplic6 el modelo de Higuchi para la
cinética de liberacién del farmaco de las microparticulas (Figura 31) donde se grafica
la fraccion liberada del farmaco (Mt/M.., donde Mt es la fraccion liberada a tiempo t)
contra el cuadrado medio del tiempo expresado en horas de los experimentos 2, 5y
8 (Figura 31).
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Figura 31. Liberacién fraccional del farmaco en microparticulas obtenidas por el
método con aceite vegetal.

En las primeras 6 horas se puede apreciar un efecto con respecto al grado
Agua/TEQS (6) y la velocidad de agitacion (840 rpm) en el experimento 2 donde hay
una mayor fraccion del farmaco liberado con respecto a los experimentos 5y 8 que
puede ser debido a que la estructura del xerogel permite de manera mas rapida la
inclusién del agua en los poros de la matriz. Esto se contrasta con los experimentos
5 y 8 donde el grado Agua/TEQOS vy la velocidad de agitaciéon fue de 4 y 600
respectivamente esto modificando la estructura conformacional de la matriz de SiO»

esto va acorde a la banda de grupos OH del espectro infrarrojo (Figura 26).

También se analizaron los datos usando otros modelos como el de cinética de
orden cero, de primer orden y el modelo de Baker-Lonsdale para matrices con forma
esférica (Po, 1990, Chiappetta, 2005, Kockish, 2005) con este analisis obtenemos
que solo el experimento niimero 2 se ajusté a un modelo de primer orden (R?=0.986)
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que se muestra en la figura 32, debido a que existe una combinaciéon de los
procesos de difusion y erosidon en la cinética de liberacion del farmaco en este

experimento. (Tabla 10).

0.00

¢ Experimento 2
-0.50

-1.00 -

-1.50 -

y = -0.0305x + 0.055

-2.00 - R2 =0.985

Ln % de farmaco no liberado

250 - ¢

-3.00

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Tiempo (horas)

Figura 32. Ajuste de experimento 2 con modelo de Liberacién de primer orden.

Tabla 9. Coeficiente de correlacion R de la relacién de liberacion fraccional

de microparticulas y el tiempo expresado por cada ecuacién o modelo.

Modelo / Experimento
Ecuacion 2 5 8
Higuchi 0.963 0.904 0.902
Orden cero 0.948 0.965 0.962
Primer orden 0.986 0.962 0.944
Baker-Lonsdale 0.965 0.921 0.903
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Todos los experimentos con sus correspondientes también se ajustan al
modelo de Baker-Lonsdale con una R*>0.90. Generalmente esta ecuacion se ajusta
a sistemas matriciales esféricos (Shuckla, 1991) y asume que el paso limitante para
la liberacion del farmaco es la erosién de la matriz por lo cual a mayor tamafno de

particula el farmaco deberia liberar a un mayor tiempo (Chiappetta, 2005).

Con estos resultados podemos demostrar que el ajuste del modelo de
Higuchi, orden cero y primer orden son adecuados para los perfiles de liberacion del
farmaco y confirma que el proceso de disolucion de las matrices de los tres sistemas
puede ser descrito como un proceso de difusion. En la tabla 11 se muestra las

constantes de velocidad de los experimentos.

Tabla 10. Constantes de velocidad de liberacion k, mediante los distintos

modelos
k, h”
Modelo / Experimento

Ecuacion 2 5 8
Higuchi 0.116 0.088 0.103
Orden cero 0.014 0.011 0.013
Primer orden 0.031 0.019 0.025
Baker-Lonsdale 0.006 0.004 0.005
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9. CONCLUSIONES

Se desarroll6 y optimiz6 una metodologia para la elaboracién de una matriz
de liberacién controlada en forma de microparticulas mediante un sistema de
microemulsiones con un tiempo de gelacién disminuido, sin el uso de solventes
organicos y surfactantes. Con esta metodologia se logré encapsular desde el 60.30
%hasta un 95.58% del farmaco en las microparticulas, resultado dosis desde 2.07

ug de farmaco a 5.5 ug de farmaco por cada miligramo de microparticulas.

No se logré desarrollar el sistema monolitico de liberacidon controlada debido a
que no se encontraron las condiciones éptimas para el secado y sinterizado de éste.

Se logro caracterizar mediante microscopia Optica, espectroscopia infrarroja y
calorimetria diferencial de barrido las microparticulas obtenidas, tanto conteniendo el

farmaco como sélo el material matricial de SiO».

Se disefiod y validé un método de cuantificacién de Tri-n butil estario 3,4-(metil
dioxi) fenilacetato para los estudio de encapsulacion y disolucién in vitro de las

microparticulas obtenidas.

Las condiciones de obtencién de microparticulas con el que se obtiene un
alto porcentaje de encapsulacion del farmaco son: pH 2, Relacion molar Agua/TEOS
4, Velocidad agitacion de la microemulsién 600 rpm y una relacion O/W de 10.
Ademas de obtenerse una liberacion del farmaco mediante difusidn desde el 77 %
hasta 91 % del farmaco liberado después de 3 dias.
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10. PERSPECTIVAS

De acuerdo con los resultados obtenidos en este proyecto se proponen

algunos puntos para dar seguimiento a la investigacion.

1. Realizar un estudio del efecto catalizador del farmaco en la reaccién sol-gel
mediante difraccion de rayos X, espectroscopia Raman y Microscopia Electronica de
Transmisién para investigar el estado del fa&rmaco dentro de la matriz en las

microparticulas.

2. Caracterizacion reoldgica del sistema sol-gel mediante diferentes relaciones
molares de TEOS/Agua y distintas concentraciones del farmaco para investigar la

funcion catalizadora del farmaco.

3. Utilizar un método por cromatografia de liquidos para la cuantificacién del farmaco

en las diferentes etapas.

4. Estudio conformacional del farmaco dentro de la matriz polimérica inorganica.
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12. ANEXOS

Anexo 1. Resultados de cinética de liberacion del farmaco

Tiempo Experimento (% farmaco liberado)
(hrs)
2 5 8
0 0 0 0

0.25 1.86 1.10 0.72
0.5 2.26 1.49 1.87
0.75 3.04 2.65 2.65
1 3.83 3.43 3.05

2 5.01 4.98 4.22
3 5.44 5.79 5.78
4 8.15 6.61 6.60
6 11.26 8.19 7.42
20 30.36 13.97 18.13
21 33.32 16.00 19.82
22 35.54 18.05 21.91
30 56.39 34.94 37.69
31 59.59 37.55 39.58
32 60.54 39.05 41.47
46 73.65 56.52 66.18
48 76.25 59.72 69.47
49 77.73 60.28 72.03
54 79.97 63.89 77.27
79 91.35 77.40 86.35

Ernesto Cuahutencos Escobar 79



"Obtencién de microparticulasy de una matriz de liberacion controlada conteniendo un agente

antitumoral de estafio, utilizando la técnica de sol-gel”

del trabajo en el XLIl Congreso

ion

to de la presentac

imien

Anexo 2. Reconoc

icas

t

éu

Farmac

iencias

Nacional de C

pjBojouda] A DIOUBID 8P PIOOBIQ ajuspisald
SDJB1JUOD PsoUIds3 DIYJUAD SSYW
- sodway soranu piod spDap| SDASNN
- 7 O10Z + DDA 0Ny
z_wu::..uu_::.:w.v_ Seual) .u_v e

U
l\'\\ﬁm‘v\‘“\d [euoeN 0saI3uo) Hx —
" &7 a\\'J

"00IX3\ ‘00SI|E[ BLE||BA OUBNd 8p pepni) e| ua
‘0L0Z P 21qNj00 8p g |e ¢ |ap opeiqs|e)
SEOIINYOBWIE SEBIOUBID) 9P |euoloeN 0sa1Buo) ||I7X |8 u3

2ols a@p eoiuebioul
eouawijod Zujew eun ap SeJ9)S20I2IW US OUR)SD ap |eJown}ijue odewse) un ap uoloeinsdesuy
:ope|nyy aiq)| oleqely |ap ugioejuasald e| 104

Sewo] sojied epalieg ouuind ‘oipuelely zauiuely oiqny ‘enbuu3 [ebuy souejisise) zeneyd
‘gsor ebseo) sehay ‘eolgbuy BWION Zapug|\ zenboN ‘ojseulg] Jeqoos soousinyeny e

OJUSTWIIOOUOIDY]

uasaxd 1o e31030
")V BUBDIXIJA] BOINQdRULIR,] UQIDRIDOSY €]

80

Ernesto Cuahutencos Escobar



"Obtencién de microparticulasy de una matriz de liberacion controlada conteniendo un agente

antitumoral de estafio, utilizando la técnica de sol-gel”

Anexo 2. Reconocimiento de la presentacion del trabajo en el Simposio 2010

Nanotecnologia y Nanociencias en la UAM.

INVN SelduaidoueN pay YN seoueioous INVN SelduadoueN pay
e2IWPLDY UQISILIOY) B] 3P BLIRIRINAS et eOIWPPEDY UOISILUOD) B 3P JOPRUIPIOO))
BSOY e| ap Za|ezuon OWU>NT— eipne|) ‘euqg @\ /

=%/
~@

ODIXPIN 3P PEPNID ‘0107 3P S1qUIBI0U 3P 9L A §1
VN e] ua seppuapouep A ejbojoudsjouep Loz oisodwis
[op Odsew |9 us

Sewo] sojie) epalieg ouuind
oipuef3]y zauley oigny

*3 |9buy soue||aise) zaAe
uois|nws 1od 1 Y [1935€D eyd

uopezyawijod ap [96-]0s opoiw |3 Jod zQIS ap ediuebioul 9sor ebsen sakay

e>u3wijod Zijew eun ap SeJ3)S3001W AP UOPUSIGO e21j96uy ewioN zapualy zanbop
;}214e) [ uod uopedidned ns Jog 0}saul3j Jeqods3 soduajnyen)

2 BIDURISUOD) 31uasald e| uebioln

wen e[ ua VYN senuanouen pay el A

sepuapoueu A d
ejbojoudsjoueu euejijodoslapy ewouginy pepisiaAluf e’

LS
’- . . VNVLITOdOHLIN VIWONOLNY QVAISHIAINN
Wen) . odwep [e ee|qe ese)

010z oisodwis é

81

Ernesto Cuahutencos Escobar



