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1. Introduccion

El cancer es un término que comprende un conjunto de enfermedades tumorales,
donde su principal consecuencia es el crecimiento y la replicacion de células sin
control, las cuales son capaces de invadir otras partes del cuerpo diferentes a las
de su origen (Arceo-Martinez et al., 2021). La cifra global de esta enfermedad
incrementa rapidamente con un estimado de 19.3 millones de nuevos casos al afio,
se espera que para 2040 se registre una cifra maxima de 28.4 millones de casos
(Farghadani & Naidu, 2022). Sin embargo, el cancer de mama ha superado las
expectativas por ser el tipo de cancer mas comun a nivel mundial, adn por encima
del cancer de prostata y el de pulmén que afios atrds se encontraban como las
enfermedades predominantes en el mundo. No obstante, desde hace algunos afios,
la mortalidad ha decrecido gracias a la implementacion de los programas de
deteccion temprana y a la mejora de los tratamientos individualizados, ya que su
objetivo es ofrecer tratamiento a quien realmente lo necesita, con farmacos no solo
eficaces si no también con pocos efectos adversos (De Juan et al., 2018). En la
actualidad, la industria farmacéutica ha realizado muchos esfuerzos para mejorar el
impacto quimioterapéutico de los farmacos, siendo la nanotecnologia de gran
relevancia a la hora de optimizar estos tratamientos, reduciendo los efectos
secundarios y mejorando el efecto terapéutico. En este contexto, se busca
desarrollar la formulacion de sistemas nanoestructurados de Aceite de Neem-
Curcumina como tratamiento combinado para el cancer de mama con la intencién
de disminuir el crecimiento de las células tumorales, tener un tratamiento dirigido y
reducir los efectos toxicos de la quimioterapia. La propuesta incluira el empleo de
materiales biodegradables, biocompatibles y naturales en la formulacion. Se espera
qgue los nanosistemas obtenidos presenten una alternativa innovadora para el
tratamiento de cancer de mama in vitro y se consolide una linea de investigacion en

el area de tecnologia farmacéutica de la UAM-Xochimilco.



2. Justificacion

En México a partir del 2006 se registré al cancer de mama como el segundo tipo de
cancer mas comun en la poblacién, siendo afectadas mujeres mayores de 25 afios,
con mayor prevalencia en aquellas de entre 50 y 59 afios. (Cardenas-Sanchez et
al., 2015) Por otro lado, el tratamiento para esta patologia es complejo y requiere la
participacion de un equipo multidisciplinario para poder brindar al paciente un
tratamiento 6éptimo. La quimioterapia sigue siendo el tratamiento de eleccién para el
cancer de mama y su papel se vuelve crucial cuando el paciente se encuentra en
un estado avanzado y metastasico, esta terapia actua atacando las células que
presentan un crecimiento rapido dentro del cuerpo, incluido las células cancerosas.
Sin embargo, también destruye células sanas que por naturaleza se dividen
rapidamente, tales como las células de foliculos pilosos, ufias, boca, tracto digestivo
y médula ésea. Por lo cual las reacciones adversas y la toxicidad de este tratamiento
le confiere al paciente una menor resistencia a infecciones, nauseas, perdida de

cabello y vomito.

En la fase de tratamiento, la OMS enfatiza en que se debe dar uno o varios
tratamientos: cirugia, radioterapia y tratamiento sistémico, y la eleccién de ellos
debe basarse en pruebas cientificas (OMS, 2021), de tal manera que la
investigacion de tratamientos combinados con compuestos provenientes de
extractos naturales podria resultar importante para la prevencion, control y

tratamiento mas eficaz del cancer mama.

La nanotecnologia se ha considerado una gran herramienta para optimizar el
tratamiento del cancer de mama, las nanoparticulas en conjunto con principios
activos de origen natural nos permiten la mejora del tratamiento, asi como la
reduccion de efectos secundarios. Existe evidencia que demuestra que la
curcumina presenta una amplia gama de actividades farmacoldgicas, dirigiéndose
a varias proteinas reguladoras tales como las quinasas, factores de transcripcion,

receptores, enzimas, factores de crecimiento y moléculas relacionadas con la



apoptosis, asi como el microARN, contrarrestando los tumores cancerigenos
(Farghadani & Naidu, 2022). Por otro lado, el aceite de Neem presenta un alto
potencial anticancerigeno, ya que induce a la apoptosis celular de MCF-7 y
MDAMB-231, células presentes en el cancer de mama. Ademas, se ha demostrado
gue reduce significativamente la viabilidad de estas células sin afectar a las células
MCF-10A no tumorigénicas, lo que evidencia la seguridad del aceite de Neem hacia
las células normales (Sharma et al., 2017). En este proyecto se espera que tanto la
Curcumina como el aceite de Neem presenten adecuadas propiedades
anticancerigenas al ser encapsulados en un sistema nanoparticulado, mejorando la

eficacia del tratamiento farmacologico, a través del efecto antitumoral sinérgico.



3. Marco teodrico

El Cancer

Es una enfermedad que afecta cualquier zona del organismo, esta se caracteriza
por un crecimiento celular autbnomo y descontrolado, este crecimiento se debe a la
veloz multiplicacion de células anormales responsables de la produccién de tumores
los cuales son capaces de invadir érganos y diferentes tejidos a través del sistema
sanguineo o linfatico (Salazar, 2014).

En la actualidad el cancer es una de las principales causas de muerte a nivel
mundial siendo asi que en 2015 una de cada seis muertes fue causada por esta
enfermedad (OMS, 2022). Sin embargo, hoy en dia se han aplicado estrategias para
la deteccion precoz de esta enfermedad lo que ha reducido de manera significativa
el nimero de muertes ya que la mayoria de los tratamientos tienden a presentar
poca eficiencia en estadios avanzados del cancer (Sanchez, 2020).

Céancer de mama

El cAncer de mama o también conocido como adenocarcinoma es denominada una
enfermedad maligna que presenta una proliferacion acelerada, desordenada y no
controlada de células presentes en distintos tejidos de la glandula mamaria
formando un tumor que tiene la capacidad de afectar a tejidos vecinos y metastatiza
a organos distantes del cuerpo, se tiene el conocimiento que esta enfermedad es
originada por interaccion de factores genéticos, ambientales y del estilo de vida del
paciente (Ramirez, 2018). Este tipo de cancer es mas prevalente en mujeres y es
el responsable del mayor nimero de muertes en esta poblacién. De acuerdo con
estimaciones en el afio 2022 se presentaron 10 millones de defunciones (OMS,
2022), sin embargo, el prondstico después de un diagnostico de cancer de mama
ha mejorado presentando una disminucion del 40% en mortalidad tras la
introduccién de programas de deteccion temprana y protocolos de tratamiento
estandarizados. Este tipo de cancer se puede clasificar segun su origen de la

siguiente manera:

- Cancer de mama esporadico: presentado por pacientes que no tienen
ningun antecedente familiar.
- Cancer de mama familiar: presentado por pacientes con un historial

familiar claro, se atribuye a la mutacién de diversos genes.
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- Cancer de mama hereditario: gracias a la mutacion de un solo gen

(Palmero Picazo et al., 2021).

Tratamiento
El tratamiento se basa dependiendo de la etapa clinica en la que se encuentre el

paciente, y se puede clasificar de la siguiente manera
Terapia local

- Cirugia: elimina la mayor cantidad de células cancerigenas como sea
posible, se considera como tratamiento de eleccion a la mastectomia
radical modificada, sin embargo, si se detecta en una etapa temprana, se
puede realizar una tumorectomia donde el paciente puede conservar su
seno (Arreola, 2007).

- Radioterapia: se utiliza rayos o particulas de alta energia para eliminar

células cancerigenas (Arreola, 2007).
Terapia sistémica

- Quimioterapia adyuvante: quimioterapia posterior a un tratamiento
quirdrgico, tiene como objetivo eliminar las células cancerosas que
pudieron permanecer después de la cirugia, utilizada para evitar la
recaida del paciente (Yustos et al. 2017).

- Quimioterapia neoadyuvante: guimioterapia administrada antes de la
cirugia (Yustos et al. 2017).

- Terapia hormonal: utilizada en mujeres que presentan receptores
positivos (ER-positivo y/o PR-positivo) después de la cirugia, para evitar
la recaida (Yustos et al., 2017).

- Terapiadirigida/biologica: utilizada en casos donde la quimioterapia no
es eficaz. El medicamento mas utilizado es el trastuzumab, el cual inhibe

la proliferacion de células tumorales (Palmero et al., 2021).

Sin embargo, las terapias mencionadas presentan diversos efectos secundarios que
impactan directamente en la calidad de vida del paciente tales como: anemia, caida

de pelo, diarrea, dolor, fatiga, nduseas, vomitos y falta de apetito siendo estos los



mas presentados (Tratamiento del cancer de seno, s. f.). Razon por la cual, hoy en
dia la comunidad cientifica se ha centrado en desarrollar nuevos medicamentos con

base en nanotecnologia para resolver la problemética antes mencionada.

Nanotecnologia

La nanotecnologia se podria definir como el estudio y la manipulacién de la materia
en una escala nanométrica (0.1 a 100 nm) para la obtencion de materiales,
estructuras, sistemas y dispositivos funcionales (Foladori & Invernizzi, 2006). Los
nanomateriales son materiales con propiedades morfolégicas con una o mas
dimensiones en la nanoescala, estas moléculas pequefias se sintetizan con
elementos como el carbono y algunos metales. No obstante, estas pueden
interactuar en el cuerpo humano obteniendo beneficios para la salud (Rodriguez,
2012).

En la actualidad gracias al avance en la tecnologia y la medicina, existen una gran
variedad de herramientas de diagnostico y biosensores que permiten realizar a nivel
molecular la deteccion de muchas enfermedades. Sin embargo, la nanotecnologia
no se limita a la deteccion, sino que nos permite crear dispositivos capaces de
controlar, mejorar y tratar este tipo de afecciones contrarrestando los efectos
secundarios provocados por tratamientos convencionales, a la fecha se ha
reportado que se han desarrollado agentes terapéuticos en diferentes formas

farmacéuticas contra el cancer entre las cuales destacan las siguientes:

- Liposomas presentan una estructura esférica compuesta principalmente
por lipidos, en su interior pueden contener un farmaco el cual puede
liberarse en el tumor (Jesus, 2021).

- Nanoparticulas poliméricas y micelas presentadas en forma de
capsulas donde el polimero se mezcla en conjunto con el farmaco, estas
son muy estables y pueden usarse para una liberacion controlada del
farmaco (Jesus, 2021).

- Nanotubos de carbono su estructura presenta una cavidad interna en la
cual es posible enlazar un gran numero de ligantes, al mismo tiempo
pueden retener un farmaco (Jesus, 2021).

7



- Nanoparticulas metalicas el farmaco puede formar enlaces covalentes
0 idénicos en la superficie, esto les da la capacidad de ser dirigidos a la
zona tumoral mediante la aplicacién de un campo magnético externo que
se enfoque en un lugar especifico del cuerpo y por esto logre una

liberacion exacta del farmaco (Jesus, 2021).

La mayoria de estas formas farmacéuticas contienen principios activos que de los
cuales algunos presentan problemas fisicoquimicos como su baja solubilidad, baja
biodisponibilidad y alta degradacion. Con base en lo antes mencionado, la
curcumina y el aceite de Neem podrian administrarse en nanosistemas y solucionar
su baja solubilidad y poca biodisponibilidad. Ademas, de su potencial
anticancerigeno, son compuestos naturales, biodegradables y biocompatibles
razones por la cual se vuelven de mayor interés para la industria a la hora de

desarrollar un posible tratamiento oncologico.

Curcumina
La curcumina es un metabolito secundario de la especia curcuma, extraido del
rizoma molido de la planta Cdrcuma longa, pertenece a la clase de compuestos
diarilheptanoide donde sus anillos aromaticos estan unidos a través de una cadena
de siete carbonos, los dos grupos arilos estan sustituidos simétricamente con
grupos metoxi y OH fendlicos en la posicion orto, su cadena de siete carbonos
presenta conjugacion un resto enona y un grupo 1,3-diacetona ver figura 1
(Priyadarsini, 2013). Su valor de log P se encuentra dentro del intervalo de 2.5 a
0 O 3.6, indicando su baja solubilidad en
agua de 3 a 6 g/mL. Sin embargo, es un
X 2 compuesto facilmente soluble en
disolventes polares como el DMSO,
HO OH metanol, etanol, acetonitrilo, cloroformo
OCHs H3CO y acetato de etilo (Priyadarsini, 2014).

Figura 1 Estructura quimica de la curcumina. Ademés’ se ha reportado gue presenta
Adaptada de: Priyadarsini, K. [. (2013).

Chemical and structural features influencing Una alta inestabilidad ya que puede
the biological activity of curcumin. Current
Pharmaceutical Design, 19(11), 2093-2100.
https://doi.org/10.2174/13816121380528922
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La curcumina recientemente es reconocida mundialmente como un alimento
funcional gracias a sus propiedades promotoras de la salud debido a que presenta
una amplia gama de actividades farmacoldgicas como lo son: propiedades
antinflamatorias, antioxidantes, antibacterianas y anticancerigenas (Péret-Almeida
et al., 2005).

Algunos estudios preclinicos evidencian que la curcumina ejerce un impacto contra
el cancer de mama al dirigirse e inhibir varias proteinas reguladoras, como las
quinasas (IKK), ciclooxigenasas, lipoxigenasas, factores de transcripcion,
receptores, enzimas, factores de crecimiento, ciclo celular y moléculas relacionadas

con la apoptosis (Duran et al., 2021).

Aceite de Neem

El aceite de Neem es un aceite vegetal extraido de las frutas y semillas del arbol de
Neem (Azadirachta Indica) suele ser de color marrdén y presenta un sabor amargo.
Por otro lado, este aceite contiene una gran variedad de metabolitos, sin embargo,
su principal agente terapéutico es la Azadiractina el cual pertenece al grupo de los
tetrahidroterpenoides también conocidos como limonides, su estructura quimica
esta compuesta de un acetato, dos esteres metilicos, un alcohol terciario y
secundario, un ester tiglato, un éter vinilico y un epéxido (Figura 2) (Macias & Pérez,
2021). De modo natural es un compuesto hidréfobo lo cual indica su insolubilidad
en agua y para que en este pueda ser
emulsionado debe ser formulado con
surfactantes apropiados tales como el
Tween 80 (Chaucca, 2019). La

Azadiractina es termolabil y fotosensible,

por lo que requiere ser almacenada bajo

Figura 2 Estructura quimica de la condiciones especiales. El aceite de
Azadiractina. Adaptada de: Garcia, G.,
[Universidad Central de Venezuela]. (2009).
Extraccion de aceite esencial de hojas del gntihelminticos, antipiréticos,
arbol de Neem (Azadirachta indica a. Juss), _ ) S )

empleando microondas y ultrasonido como antisépticos, antisifiliticos, astringentes,

métodos de extraccion [trabajo especial de y; «ticos, antidiabético, ademéas altera el
grado]. Universidad Central de Venezuela. ’ '

Neem presenta efectos analgésicos,

ciclo celular e induce la apoptosis en
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varios carcinomas a través de vias apoptoticas tanto extrinsecas como intrinsecas
(Pijoan, 2004). Por otro lado, se ha reportado que induce a la apoptosis celular de
MCF-7 y MDAMB-231, sin afectar a las células MCF-102 no tumorigénicas
presentes en el cancer de mama, lo que evidencia la seguridad del aceite de Neem

hacia las células normales. (Sharma et al., 2017)

Por otro lado, a pesar de que existen farmacos quimioterapéuticos y que estos
desempeiian un papel fundamental en el control y el tratamiento en el cancer de
mama, su eficacia se ve limitada a consecuencia de los graves efectos secundarios;
investigadores y cientificos con el proposito de contrarrestar estos efectos se han
enfocado en un cotratamiento de esta patologia involucrando a la quimioterapia
convencional con productos de origen natural para optimizar la eficacia del

tratamiento farmacoldgico, a través del efecto antitumoral sinérgico.
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4. Objetivos

Objetivo general
Desarrollar y caracterizar un sistema nanoparticulado con curcumina y aceite de

Neem como tratamiento combinado para el cancer de mama.
Objetivos especificos
e Conocer las propiedades fisicoquimicas de la curcuminay el aceite de Neem,
para una correcta eleccion de excipientes.
e Establecer los excipientes adecuados y su concentracion para la formulacion
de un sistema nanoparticulado de aceite de Neem y curcumina.
e Determinar el método de manufactura que se llevara a cabo para producir el
sistema nanoparticulado de aceite de Neem y curcumina.
e Caracterizar el nanosistema: tamafio de particula, potencial zeta y eficiencia

de encapsulacion.
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5. Metodologia

1. Pruebas de compatibilidad quimica y fisica de Aceite de Neem-

Curcumina

Para estudiar la compatibilidad de los compuestos propuestos en este proyecto se
realizaron estudios de compatibilidad quimica y fisica mediante calorimetria
diferencial de barrido (DSC) y espectroscopia IR, con la finalidad de determinar las
posibles interacciones fisicas o quimicas de los dos compuestos (Aceite de Neem y

Curcumina).
- Materiales y métodos

La curcumina fue adquirida de Sigma Aldrich® (75% pureza). El aceite de Neem fue

donado por IA Soluciones para Negocio S. Ade C. V.
- DSC

Los estudios de DSC se llevaron a cabo en el equipo DSC 214 Polyma de la marca
NETZSCH ® en charolas de aluminio no herméticas de la marca NETZSCH®, en
un intervalo de temperatura de 0 a 250 °C con una velocidad de calentamiento de
10°/min. Se analizaron muestras de los compuestos solos y en combinacion (mezcla
fisica 1:1)

- Espectroscopia IR

Los espectros de IR se llevaron a cabo en el equipo Lambda 35 de la marca
PerkinElmer®, se obtuvieron por reflectancia de cada muestra: curcumina, aceite

de Neem y la mezcla 1:1 de ambos compuestos a temperatura ambiente.

2. Pruebas preliminares de solubilidad
- Materiales y métodos

La curcumina fue adquirida de Sigma Aldrich® (75% pureza). El aceite de Neem fue
donado por IA Soluciones para Negocio S. A de C. V. Se realizaron pruebas de
solubilidad en diferentes disolventes (etanol/agua 85/15, metanol/acetona 80/20,
metanol y etanol) para encontrar la fase solvente 6ptima para los principios activos
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(aceite de Neem y Curcumina) y el polimero (Zeina), la prueba se llevé a cabo en
viales de cristal con capacidad de 8 mL. Se pesaron por separado 50 mg de Zeina,
20 mg de Curcumina y 100 mg de aceite de Neem respectivamente, posterior a ello
se adicionaron 5 mL de cada solvente y se agitaron durante 10 min en una parrilla
magnética, transcurridos los 10 min se extrajeron 4.5 mL de la solucion y se dejo
reposar el vial durante 12 h con la finalidad de evaporar todo el solvente. La
solubilidad se determind por la diferencia de peso inicial contra el peso final

encontrado en cada vial una vez evaporado todo el solvente.

3. Obtencién del nanosistema
- Materiales y métodos

Para la obtencion del nanosistema se utilizé curcumina adquirida de Sigma Aldrich®
(75% pureza) y aceite de Neem donado por IA Soluciones para Negocio S. A de C.
V, con zeina, como agente de encapsulacién y poloxdmero 188 (Pluronic® F-68),

como estabilizante.

La preparacion de las nanoparticulas se llevd a cabo por el método de
desplazamiento de solvente, se empled una solucién de zeina al 1% pH 5.8, se
tomaron 4 mL de esta solucién y se agregd 1 mL de la disolucion de principio activo
(20 mg/mL para curcumina y 100 mg/mL aceite de Neem, respectivamente) para
cada solvente (etanol/agua, metanol/acetona, etanol, metanol) o en el caso de
nanoparticulas blanco 1 mL de etanol. La fase solvente se inyecto con una bomba
de infusion a 15 mL de la fase antisolvente (solucion de poloxamero 188 al 2% pH
4.0) a una velocidad de 1 mL/min, una vez formadas las nanoparticulas, la
dispersion se mantuvo en agitacion constante durante 24 h para la eliminacién del
disolvente. Finalmente, se aforo a un volumen final de 20 mL y se ajusté el pH a 4.0.
Cada lote fabricado fue caracterizado por su tamafio de particula, se realizaron

varios lotes modificando algunos parametros de proceso.

13



4. Optimizacion de la nano formulacion

Para la optimizacion se realiz6 un disefio de experimentos para evaluar el efecto del
solvente en el método de preparacion de nanoparticulas de curcumina y aceite de
Neem con zeina, como agente de encapsulacion y poloxamero 188 (Pluronic® F-

68), como estabilizante.

La preparacion de las nanoparticulas se llevd a cabo por el método de
desplazamiento de solvente, se empled una solucion de zeina al 2% con cada
disolvente de prueba (fase solvente), se tomaron 10 mL de esta solucion y se agregé
1 mL de la disolucion de principio activo (20 mg/mL para curcumina y 200 mg/mL
de aceite de Neem, respectivamente) o en el caso de nanoparticulas blanco 1mL
de etanol. La fase solvente se inyecto con una bomba de infusién a 30 mL de la fase
antisolvente (solucion de poloxamero 188 al 2%) a una velocidad de 1mL /min, una
vez formadas las nanoparticulas, la dispersién se mantuvo en agitaciéon constante
durante 24 h para la eliminacion del disolvente. Finalmente, se aforo a un volumen
final de 40 mL y se ajust6 el pH a 4.0. Cada lote fabricado fue caracterizado por su
tamafio de particula, indice de polidispersidad, potencial zeta y eficiencia de

encapsulacion.
Disefio experimental

Se realiz6 un disefio factorial de niveles mixto 3'4': las variables independientes
fueron el disolvente: metanol/acetona (80:20); etanol/agua (85:15); metanol; y el
principio activo incorporado al sistema: sin principio activo (BCO); aceite de Neem
(NE); curcumina (CU) y aceite de Neem: Curcumina (NE/CU), como se muestra en
la Tabla 1.
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Tabla 1. Disefio factorial de niveles mixto 3'4! para la obtencién de nanoparticulas de aceite

de Neem, curcumina-zeina.

Lote Disolvente Tipo*
Lote 1 Metanol/Acetona BCO
Lote 2 Metanol/Acetona NE
Lote 3 Metanol/Acetona CuU
Lote 4 Metanol/Acetona NE/CU
Lote 5 Etanol/Agua BCO
Lote 6 Etanol/Agua NE
Lote 7 Etanol/Agua CuU
Lote 8 Etanol/Agua NE/CU
Lote 9 Metanol BCO
Lote 10 Metanol NE
Lote 11 Metanol CuU
Lote 12 Metanol NE/CU

*BCO = NP Blanco; NE= sistema con aceite de Neem; CU= Sistema con curcumina;

NE/CU= Sistema con aceite de Neem y curcumina
5. Obtencion del nanosistema final

La preparacion de las nanoparticulas se llevé a cabo por el método de
desplazamiento de solvente, se emple6 una solucion de zeina al 0.5%, se tomaron
15 mL de esta solucién y se agregé 5 mL de la disolucién de principio activo (20
mg/mL para curcumina y 200 mg/mL aceite de Neem, respectivamente) en
etanol/agua o 1 mL de etanol en el caso de Np blanco. La fase solvente se inyecto
con una bomba de infusion a 85 mL de la fase antisolvente (solucion de poloxdmero
188 al 3% con un pH de 4.0) a una velocidad de 1.5 mL/min, una vez formadas las
nanoparticulas, la dispersion se mantuvo en agitacion constante durante 24 h para
la eliminacion del disolvente. Finalmente, se aforo a un volumen final de 100 mL y
se ajustd el pH a 4.0. Cada lote fabricado fue caracterizado por su tamafio de
particula, IPD, potencial zeta y eficiencia de encapsulacion.

6. Caracterizacion del nanosistema

- Tamafio de particula e indice de polidispersidad (IDP)

Los nanosistemas obtenidos se caracterizaron por su tamafio de particula utilizando

el método de dispersiéon dinAmica de luz. Los estudios del tamafio de particula se
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llevaron a cabo en el equipo Zetasaizer Nano-ZS de la marca Malvern® con una
celda M3-PALS de la misma marca Malvern® que ademas de proporcionarnos el
tamafio de particula nos ayuda medir la potencial zeta y la movilidad electroforética,
en donde se depositdé 1.5 mL de cada lote preparado. Se analizaron muestras de
los lotes con un solo principio activo (Curcumina o Neem) y en combinacion

(Curcumina/Neem).
- Potencial

El potencial { es una medida de la magnitud de la repulsion o atraccion
electrostética entre las particulas, ya que es uno de los parametros fundamentales
que afectan la estabilidad del sistema, el potencial  se determiné con la técnica de
movilidad electroforética con un Zetasaizer Nano-ZS de la marca Malvern® con una
celda M3-PALS Se analizaron muestras de los lotes con un solo principio activo

(curcumina o Neem) y en combinacion (curcumina/Neem).
- Eficiencia de encapsulacion

La eficiencia de encapsulacion se define como la cantidad de principio activo que
fue cargado o incorporado dentro del sistema nanoparticulado, relacionada con la
concentracion inicial utilizada. La cuantificaciéon de Curcumina y Aceite de Neem
antes y después de la carga en nanoparticulas se realiz6 en un espectrofotometro
UV-VIS Lambda 35 de la marca PerkinElmer® a 426 y 225 nm respectivamente.
Una vez realizados los lotes, se extrajeron 1.5 mL para posteriormente
centrifugarlos a una velocidad de 12000 rpm durante 90 min, transcurrido el tiempo
se extrajo 1 mL de sobrenadante que se coloc6 en 4 mL de etanol para su posterior
lectura. Se elabor6 una curva de calibracion de Curcumina y de aceite de Neem

utilizando como solvente etanol.
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6. Resultados y discusion

Pruebas de compatibilidad quimicay fisica de Aceite de Neem-Curcumina

Los resultados de DSC se muestran en el Figura 3. Para la curcumina se presenta
un pico correspondiente al punto de fusion (82.4 °C); en el caso del aceite de Neem

no se presenta ningun evento endotérmico, dada la naturaleza liquida del aceite.

La curcumina empleada en este proyecto muestra estados amorfos, al no presentar
el punto de fusién reportado, dentro del intervalo de 176-181°C, como lo mencionan
Zahra Sayyar y colaboradores quienes en su investigacion obtuvieron el punto de
fusion de la curcumina en 175 °C (Sayyar & Jafarizadeh-Malmiri), por otro lado,
Sharma y Pathak (2016) reportaron que el punto de fusion de la curcumina se
encuentra en 182.4 °C, dichos puntos de fusion son atribuibles a la curcumina
cristalina. Dado que se tiene una pureza de 75%, el punto de fusion fue diferente al
esperado. Observando un pico ancho a 82.4 °C, la curcumina absorbe calor a
medida que el compuesto se funde en esta temperatura. Las sustancias cristalinas
suelen presentar picos de fusién bien definidos, mientras que las sustancias
amorfas pueden mostrar transiciones mas amplias. Lo que sugiere que la curcumina
se presenta en forma amorfa. Al analizar la mezcla fisica de ambos compuestos,
se observa un pico ancho con ruido que sugiere un desplazamiento de la
temperatura de fusioén de la curcumina, de 82.4 °C hasta 123.1 °C, lo que indica que
la curcumina cambia al combinarse con el aceite de Neem presentando una
compatibilidad quimica. Dicha informacién necesita ser complementada con el

analisis de espectroscopia IR.

17



DSC /(uV/mg)
[9.1]
T exo

Pico: 82.4 °C -
g Neem:Cur [14.1]

-5 -

-10

-15 -

Pico: 123.1 °C

50 100 150 200 250
Temperatura /°C

Main  2023-10-26 13:13  Usuario: DSC UAM-X

Figura 3. DSC de curcumina, aceite de Neem y la mezcla fisica (1:1).

Para observar mas detalle las interacciones quimicas de los compuestos estudiados

se realizo el espectro de IR, los resultados se muestran en las figuras 4, 5,6, 7y 8.

El espectro infrarrojo (IR) de la curcumina, un compuesto natural que se encuentra
en la cdrcuma, conocida por su vibrante color amarillo y diversas actividades
bioldgicas. A continuacién, se describen los grupos funcionales que componen el

espectro IR de la curcumina (figura 4 y 5):

e Enlaces alquenos (C=C): La curcumina contiene dos dobles enlaces
conjugados (alquenos) en su estructura. Las vibraciones de estiramiento
C=C aparecen tipicamente en la regién de 1600-1680 cm™ en el espectro IR.
En la curcumina, se pueden esperar bandas de absorcion de alrededor de
1600-1620 cm™ debido a estos dobles enlaces.

e Grupo cetona (C=0): El grupo cetona de la curcumina, que forma parte de la
estructura de la B-dicetona, produce vibraciones de estiramiento C=0. En el
espectro IR, se observa una banda de absorcion alrededor de 1660-1690

cm™ debido al grupo carbonilo.
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e Hidroxilo fenélico (OH): la curcumina tiene grupos hidroxilo fendlicos, que
exhiben vibraciones de estiramiento O-H en el espectro IR. Estas vibraciones
aparecen tipicamente en la region de 3200-3600 cm™.

e Anillos aromaticos: Es posible observar bandas de absorcién en el rango de
1450-1600 cm™ debido a las vibraciones de flexion C-H en los anillos
aromaticos.

e Conjugacion: La conjugacion de dobles enlaces y los electrones 1T
deslocalizados extendidos en la estructura de la curcumina contribuyen a su
caracteristico color. La conjugacién da como resultado un desplazamiento de

las bandas de absorcion C=C y C=0 a numeros de onda mas bajos.

Dichos resultados concuerdan con lo reportado por Leon et al. (2020) quien hace
alusion principalmente a tres bandas débiles que aparecen en la regién 1548 cm™
atribuidas a enlaces C-H acoplados a movimientos del anillo. Las sefales
anteriormente mencionadas también se encuentran presentes en este analisis y son

las sefales de mayor interés ya que confirman la presencia de la curcumina.

1.05 A

1.00 - V j

0.95 1

Neem:Cur
Cur

0.90 A+

Transmitancia

0.85 1

0.80

0.75 T T T
4000 3000 2000 1000

Numero de onda (cm-1)

Figura 4: Espectro IR curcumina y mezcla fisica (Cur: Neem). Escaneo de 4000 a 500
cm-1.
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Figura 5: Espectro IR curcumina y mezcla fisica (Cur: Neem). Escaneo de 2000 a 500
cm-1
Por otro lado, el espectro infrarrojo (IR) del aceite de Neem proporciona informacion
valiosa sobre su composicion molecular y grupos funcionales. El aceite de Neem se
deriva de las semillas del &rbol de Neem (Azadirachta indica) y es conocido por sus
diversas aplicaciones, particularmente en agricultura y medicina tradicional. A
continuacion, se detallan los grupos funcionales que componen el espectro IR del

aceite de Neem (Figura 6y 7):

e Cadenas alifaticas (CHz2 y CHs): el aceite de Neem se compone
principalmente de triglicéridos, que constan de cadenas alifaticas. Los grupos
CH2y CHs de estas cadenas presentan bandas de absorcion en la region de
2800-3000 cm™ debido a las vibraciones de estiramiento C-H.

o Esteres (C=0): Los triglicéridos en el aceite de Neem contienen grupos
funcionales éster (C=0), que resultan en vibraciones caracteristicas de
estiramiento del carbonilo. En el espectro IR se pueden observar fuertes
bandas de absorcion alrededor de 1740-1760 cm™.

e Grupos hidroxilo (OH): el aceite de Neem también contiene grupos hidroxilo.

Las bandas de absorcion suelen aparecer en la regién de 3200-3600 cm™.
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Estos resultados coinciden con lo reportado por Garcia (2009) confirmando la
presencia del aceite de Neem, por otro lado, nos ayuda a esclarecer las sefiales de
los grupos funcionales de otros componentes de este aceite como lo son los
terpenos, flavonoides y esteroles, ya que no se suelen observar con claridad a
consecuencia de que su concentracion en el aceite es baja, ademas las bandas
pertenecientes a los enlaces -CO, C=0, =C-H y —CH que forman parte de la
estructura molecular de los componentes mencionados anteriormente pueden estar

solapados con las sefiales de los triglicéridos anteriormente descritas.
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Figura 6: Espectro IR aceite de Neem y mezcla fisica (Cur: Neem). Escaneo de 2000 a
500 cm-1
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Figura 7: Espectro IR aceite de Neem y mezcla fisica (Cur: Neem). Escaneo de 4000 a
500 cm-1.

Las posiciones e intensidades especificas de estas bandas pueden variar
dependiendo de factores como el procesamiento y la pureza de los compuestos, o
la incorporacién de otros compuestos pueden causar cambios adicionales en el
espectro. Los resultados de la evaluacion de la mezcla fisica de curcumina y aceite
de Neem por espectroscopia IR se muestran en las figuras 6, 7, 8 y 9. Observando
las bandas caracteristicas del aceite de Neem en el espectro correspondiente a la
mezcla, aunque las bandas de curcumina son menos intensas se aprecian en dicho
espectro. Teniendo bandas aditivas que corresponden a las bandas de los
compuestos individuales, por lo que no se presenta una compatibilidad quimica. El
resultado del DSC quiza se deba a la evaporacion del agua presente en el aceite de

Neem.
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Figura 8: Espectro IR curcumina, aceite de Neem y mezcla fisica (Cur: Neem). Escaneo
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Figura 9: Espectro IR curcumina, aceite de Neem y mezcla fisica (Cur: Neem). Escaneo

de 2000 a 500 cm-1
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La figura 10 muestra el traslape de los espectros, pareciera que las bandas
correspondientes a la curcumina desaparecen en el espectro de IR de la mezcla
fisica, teniendo bandas que corresponden a la sefial del aceite de Neem. Sin
embargo, las bandas mas pronunciadas son de las cadenas alifaticas, seguido del

grupo éster que se traslapan con las de la curcumina por ser menos intensas.

% Transmitancia

4000 3000 2000 1000
Numero de onda (cm-1)
— Neem
—— Cur
—— Neem:Cur

Figura 10: Espectros IR de los compuestos naturales: curcumina, aceite de Neemy la
mezcla fisica (1:1)

Pruebas preliminares de solubilidad

Los sistemas de zeina como agente de encapsulacion fueron preparados por el
método de desplazamiento de solvente, el cual emplea una fase solvente que se
dispersa en un antisolvente haciendo importante el estudio del efecto del solvente
como una variable de proceso que afecta los atributos criticos de calidad de la

formulacién. De modo que, se requiere la eleccion adecuada del solvente para la
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obtencion de sistemas nanométricos monodispersos, estables y con alta eficiencia
de encapsulacién. Por lo cual, se realizaron pruebas de solubilidad en diferentes
disolventes para encontrar la fase solvente éptima para los principios activos y el

polimero, los resultados se muestran en la Tabla 2.

La solubilidad de la zeina fue similar en los disolventes probados, excepto en el
etanol. Siendo este Ultimo empleado para la cuantificacion de los principios activos.
La limitante en la formulacion fue la solubilidad de la curcumina, ya que fue baja en
comparacion con el aceite de Neem. Esto se puede explicar gracias a que la
curcumina es una molécula anfipatica es decir que tiene presente grupos hidrofilos
e hidréfobos lo que le proporciona una capacidad de ser parcialmente soluble en

agua y en disolventes organicos. (Vallespi, 2016)

Tabla 2. Solubilidad del aceite de Neem, curcumina y zeina en diferentes disolventes

Disolvente Muestra Concentracién (mg/mL)
Etanol/Agua (85:15) Zeina 9.33+0.12
Aceite de Neem 8.13+1.75
Curcumina 0.33+0.23
Metanol/Acetona (80:20) Zeina 8.87£0.12
Aceite de Neem 10.53 + 0.83
Curcumina 0.07 £0.12
Metanol Zeina 9.67 + 0.50
Aceite de Neem 9.20£0.53
Curcumina 1.07+0.31
Etanol Zeina 3.53+0.99
Aceite de Neem 18.87 + 0.64
Curcumina 0.27 £ 0.64
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El aspecto fisico de las pruebas de solubilidad se presenta en la figura 11, donde
se observan las disoluciones para la zeina, aceite de Neem y curcumina con
diferente disolvente: metanol: acetona (Met/Acet), solucion de Tween 80 (TW),
metanol (Met) y etanol: agua (Et/Agua) para zeina, aceite de Neem y curcumina. La
solucion de Tween 80 se descarto al no solubilizar completamente los compuestos,
se observo turbidez en los viales ademas de una gran inestabilidad de los
compuestos, ya que al transcurrir unos minutos se notaba una completa
sedimentacion de los compuestos, demostrando la insolubilidad de algunos de ellos.

Zeina Aceite de Neem Curcumina

Figura 11: Aspecto visual de las pruebas de solubilidad en metanol: acetona (Met/Acet), solucién de
Tweem 80 (TW), metanol (Met) y etanol: agua (Et/Agua) para zeina, aceite de Neem y curcumina.

Obtencion del nanosistema

Los resultados de tamafio de particula de las nanoparticulas de
Zeina/Carcuma/Neem, Carcuma/Zeina y Neem/Zeina se muestran en la Tabla 3 a
diferentes condiciones de formulacion. Al incorporar los principios activos a la
formulacion el tamafio de particula incremento a valores micrométricos lo cual se
puede observar a simple vista, obteniendo lotes con mayor turbidez (figura 12) esto
nos permiten identificar las variables de proceso y de formulacion que se tendran
que ajustar para obtener tamafios nanométricos. Discutir como afecta la cantidad
de polimero y estabilizante en los diferentes lotes.
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Metanol/Acetona

Figura 12: Aspecto visual de los lotes obtenidos de acuerdo con las condiciones de
disolvente y tipo de principio activo incorporado del disefio experimental
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Tabla 3. Caracteristicas fisicoquimicas de las nanoparticulas Zeina/Carcuma/Neem, Clrcuma/Zeina y Neem/Zeina

Lote Principio | Método Homogeneizaci | Condiciones Observaciones
Activo on
L1 Aceite de | Desplazam | Agitacion Solvente: Etanol/Agua (85:15) | Tamafio de particula de 1.31
Neem iento  de | mediante parrilla | Polimero: Zeina al 1% micrometros.
(50mg) solvente. magnética. Estabilizante: Poloxamero 188 | Aumento de tamafio conforme
Carcuma( al 2% transcurren los dias.
10mg) Velocidad de inyeccion: 1 No existe precipitacion de los
mL/min componentes.
L2 Aceite de | Desplazam | Agitacion Solvente: Metanol/Acetona | Tamafio de particula de 0.163
Neem iento  del | mediante parrilla | (80:20) micrémetros.
(50mg) solvente. magnética. Polimero: Zeina al 1% Aumento de tamafo conforme
Cdrcuma Estabilizante: Poloxamero 188 | transcurren los dias.
(10mg) al 2% Existe una precipitacion
Velocidad de inyeccion: 1 | transcurridos 1 dia después de la
mL/min elaboracion
L3 Aceite de | Desplazam | Agitacién Solvente: Metanol Tamafio de particula de 0.324
Neem iento  del | mediante parrilla | Polimero: Zeina al 1% micrémetros.
(50mgQ) solvente. magnética. Estabilizante: Poloxamero 188 | Aumento de tamafio conforme
Curcuma al 2% transcurren los dias.
(10mg) Velocidad de inyeccion: 1 | Existe una precipitacion
mL/min transcurridos 2 minutos después de
la elaboracién
L4 Aceite de | Desplazam | Agitaciéon Solvente: Etanol/Agua (85:15) | Tamafio de particula de 1.31
Neem iento  del | mediante parrilla | Polimero: Zeina al 4% micrémetros.
(50mg) solvente. magnética. Estabilizante: Poloxdmero 188 | Aumento de tamafio conforme
Cdrcuma al 2% transcurren los dias.
(10mg) Velocidad de inyeccion: 1 No existe precipitacion de los
mL/min componentes.
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L5 Aceite de | Desplazam | Agitacion Solvente: Etanol/Agua (85:15) | Tamafio de particula de 1.542
Neem iento  del | mediante parrilla | Polimero: Zeina al 1% micrometros.
(50mgq) solvente. magnética, Estabilizante: Poloxdmero 188 | Aumento de tamafio conforme
Cdrcuma posteriormente | al 4% transcurren los dias.
(10mg) se sometio a un | Velocidad de inyeccion: 1| No existe precipitacion de los
ciclo de | mL/min componentes.
homogenizacion
con ultraturrax a
10,000 rpm
L6 Aceite de | Desplazam | Agitacion Solvente: Etanol/Agua (85:15) | Tamafio de particula de 4.41
Neem iento  del | mediante parrilla | Polimero: Zeina al 1% micrémetros.
(50mg) solvente. magnética, Estabilizante: Poloxamero 188 | Aumento de tamafio conforme
Carcuma posteriormente | al 4% transcurren los dias.
(10mgQ) se sometid ados | Velocidad de inyeccién: 1| No existe precipitacion de los
ciclos de | mL/min componentes.
homogenizacion
con ultraturrax a
10,000 rpm
L7 Carcuma | Desplazam | Agitacion Solvente: Etanol/Agua (85:15) | Tamafio de particula de 0.303
(10mg) iento  del | mediante parrilla | Polimero: Zeina al 1% micrémetros.
solvente. magnética. Estabilizante: Poloxamero 488 | No presentan aumento de tamafio
al 4% conforme transcurren los dias.
Velocidad de inyeccion: 1| No existe precipitacion de los
mL/min componentes.
L8 Aceite de | Desplazam | Agitacién Solvente: Etanol/Agua (85:15) | Tamafio de particula de 0.175
Neem iento  del | mediante parrilla | Polimero: Zeina al 1% micrémetros.
(50mg) solvente. magnética. Estabilizante: Poloxamero 188 | No presentan aumento de tamafio

al 4%
Velocidad de
mL/min

inyeccion: 1

conforme transcurren los dias.
No existe precipitacion de los
componentes.
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Optimizacion de la nanoformulacion

Se realizd un disefio factorial de niveles mixto 3141: donde las variables

independientes fueron el disolvente: metanol/acetona (80:20); etanol/agua (85:15);

metanol; y el principio activo incorporado al sistema.

La caracterizacion de las nanoparticulas fabricadas por el método de

desplazamiento de solvente con zeina y poloxamero 188 a las diferentes

condiciones del disefio experimental se presenta en la Tabla 4.

Tabla 4. Caracterizacion de las nanoparticulas de zeina/poloxamero 188.

Lote Caracteristica
TP (nm) IPD ¢ (mV) Eficiencia  Eficiencia
Neem (%) Curcumina
(%)

1 3026 + 196.8 0.65+0.31 -6.92+0.53 --- ---

2 3093 + 1017.5 1.00+£0.00 -1.38+4.20 78.52+0.05 ---

3 3389.3+1554 0.76+0.22 -9.32+0.85  -- 85.34 +0.01

4 214.6 + 40.5 0.29+0.14 16.27+0.21 88.60+£0.01 97.81 + 0.00

5 1409+ 35 0.16 £0.02 19.03+0.91 --- ---

6 150.9+ 4.3 0.19+0.02 29.47 +2.30 75.69+0.08 ---

6 162.7+ 1.8 0.32+£0.01 29.77+£0.70 --- 81.61 + 0.03

8 5707 + 654.9 0.96 £+ 0.08 13.90 +0.35 69.45+0.04 85.66 % 0.02

9 191.1+15.1 0.40+0.04 15.30+0.26 --- ---

10 15160 + 4042.6 0.62+0.49 -0.95+0.20 76.47+0.02 ---

11 5204.7 +1483.4 0.78+0.38 8.67 +0.53 --- 80.32 + 0.03

12 1665.7 +102.6 0.45+0.43 -18.70x0.61 85.69+0.00 93.36 + 0.01

El analisis estadistico del disefio experimental mostré que el disolvente fue un factor
significativo para el tamafio de particula (p=0.034) y potencial zeta (p=0.000) de los
lotes fabricados, en la gréafica de efectos principales (figura 13 y 14) se observa que
los valores bajos de tamafio de particula se lograron con la combinacion de

disolventes y para las nanoparticulas sin principio activo.
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Figura 13: Gréfica de efectos principales del disefio experimental de nanoparticulas. de aceite de

En cuanto al potencial zeta los valores mas altos fueron con la mezcla etanol: agua,
el cual present6 la mayor solubilidad del agente de encapsulacion. La incorporacion
del principio activo no afecto significativamente el potencial zeta, por lo que se

determind que ni el aceite de Neem ni la curcumina afectan la carga de la particula.

El resultado del IPD no se afecto significativamente por el disolvente, sin embargo,
los valores mas pequefios se obtuvieron con la mezcla etanol: agua teniendo
particulas monodispersas. Con la incorporaciéon del principio activo se aumenta el

indice de polidispersidad y el tamafio de particula.

Para la eficiencia de encapsulacion de Neem fue significativo el disolvente p=0.004,
la diferencia entre nanoparticulas blanco y nanoparticulas de Neem también fue
significativa p=0.000, las gréaficas de efectos principales muestran eficiencias
alrededor del 80% para los lotes fabricados. En la eficiencia de curcumina, tanto el
disolvente (p=0.001) como la incorporacién del principio activo (p=0.000) resultaron

significativas teniendo eficiencias entre 80-90%.

En resumen, el tamafio de particula y la eficiencia de encapsulacion se ven
afectadas por el disolvente empleado, siendo el siguiente paso de la optimizacion,
elegir el disolvente adecuado que, de tamafios de particula nanométricos, IPD

menores a 0.2 y eficiencias de encapsulacién altas.

Grafica de efectos principales para Tamafio (nm) Grafica de efectos principales para Eficiencia (Neem%)
Medias ajustadas Medias de datos

Disolvente Tipo Disolvente Tipo

Media

Etanol/Agua Metanol Metanol /Acet BCO al] NE NECU Etanol/Agua Metanol Metanol /Acet BCO w NE NE/CU

Neem/Curcumina
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Figura 14: Grafica de efectos principales del disefio experimental de nanoparticulas. de aceite de

Neem/Curcumina

Las graficas de las interacciones de los factores estudiados se muestran en la figura
15. En el caso del tamafio de particula, con la mezcla de etanol: agua como fase
solvente, la incorporacion del principio activo de manera individual no incremento el
tamafio de particula. Sin embargo, al adicionar la mezcla de aceite de Neem:
curcumina se obtuvieron tamafios micrométricos, lo que se le atribuye a la
capacidad de carga de la zeina, se encuentra reportado que su capacidad de carga
es baja (22.75 pg) (Hernandez, 2015).

Para el IPD, no se obtuvieron valores menores a 0.2, por lo cual se tiene que mejorar
el método de desplazamiento solvente para obtener poblaciones de tamafio de

particula nanomeétricos y monodispersos.

El grafico de potencial zeta muestra valores desde -19 mV a 29 mV, con la mezcla
de etanol: agua se formaron dispersiones con potenciales zeta altos tanto para
aceite de Neem como para la curcumina. Aunque, al incorporar la mezcla de los
compuestos naturales el potencial disminuyé cerca de 10 unidades haciendo menos

estable la dispersién. Para el caso de metanol: acetona los potenciales fueron bajos
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y en metanol el potencial disminuyé considerablemente al adicionar la mezcla de

los principios activos.

No se encontré diferencia de los solventes usados sobre

encapsulacion del aceite de Neem y curcumina en los lotes fabricados.
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Obtencion del nanosistema final

De acuerdo con los resultados obtenidos en el disefio experimental se determiné

que las condiciones adecuadas para la obtencion del nanosistema fueran las

siguientes; una solucion de zeina en etanol agua al 0.5% donde se encontrarian

inmersos 20 mg de curcumina y 200 mg de aceite de Neem previamente

solubilizados en 5 mL de etanol, esta solucién seria inyectada con una bomba de

infusidon a una solucion de poloxamero 188 al 3% con una velocidad de 1.5 mL/min

en agitacion constante, sin embargo tomando en cuenta los resultados anteriores

se decidio realizar nanoparticulas por separado, es decir nanoparticulas de aceite

de Neem y nanoparticulas de curcumina ya que se obtenian mejores tamafios de

particula. Los resultados de la formulacion final se encuentran en la Tabla 5.

Tabla 5. Caracterizacion de las nanoparticulas de zeina/poloxamero 188 cargadas con los
principios activos.

Lote

Cul1l

Cu?2

Cu3

Cu4

CU>5

CU6

NEEM 1

NEEM 2

NEEM 3

Caracteristica

TP (nm)

694.1 + 3.5
752.2+ 2.5
763.6 £4.5
908.7 £ 1.5
885.3+4.0
887.6 +5.6
644.9 + 3.5
726.3+6.5

799.8 £ 0.5

IPD

0.212 +0.53

0.219+0.12

0.232 +£0.96

0.357 £ 0.86

0.322+0.54

0.298 + 0.26

0.175+0.12

0.232+0.24

0.22+0.94

35

¢ (mv)

-0.888 + 0.53
-2.45+4.20
-2.6 +0.85
-4.63 £ 0.21
-5.32+0.91
-5.79+2.30
-11.6 £0.70
-10.8 £ 0.35

-10.9+0.26

Eficiencia
Neem (%)

83.33+0.03

84.13 £ 0.04

Eficiencia
Curcumina
(%)

83.50 £ 0.05

84.2+0.05

85.34+0.01



Como se puede observar en los resultados de la tabla 5. En el caso del tamarfio de
particula, la incorporacion de los principios activos de manera individual no
incremento el tamafio de particula y se logré obtener tamafios hanométricos. Otros
autores obtuvieron tamafios mas pequefios, entre 38 y 98 nm (Hernandez,2016);
De La Fuente et al. (2018) reportd un sistema nanoparticulado de curcumina con
valores de tamafio de 45 nm; la diferencia de tamafio de particula se debe al uso de
técnicas de homogenizacion una vez que el sistema ya esta formado como la
utlrasonicacion, la cual es una técnica utilizada para dispersar materiales en liquidos
con la finalidad de romper los aglomerados y obtener tamafios de particula mas
pequefios. En este estudio a pesar de no utilizar ninguna técnica de reduccion de
particulas se obtuvieron tamafios que se encuentran dentro del rango nanométrico
lo cual nos ayuda a cumplir con el objetivo de ocupar la minima cantidad de pasos
en el proceso volviéndolo rentable y amigable con el ambiente. Para el IPD, no se
obtuvieron valores menores a 0.2 a excepcion del lote NEEM 1, por lo cual se tiene

que mejorar el método para obtener poblaciones monodispersas.

En cuanto al potencial zeta se obtuvieron valores desde -0.888 mV a -10.9 mV. A
pesar de que los valores de potencial ¢ se encuentran en el rango de inestabilidad
(-30 a +30 mV), tienen valores similares a los encontrados por Sari et al. (2014)
quienes caracterizaron nanoemulsiones de curcumina, dicha curcumina fue
solubilizada en triglicéridos de cadena media utilizando concentrado de proteina de
suero y Tween 80 como tensoactivo. Los valores de potencial ¢ obtenidos en este
trabajo fueron de -6.9 £ 0.2 mV, la pequefa diferencia de los valores de potencial {
pueden ser debido a que Sari et al. (2014) utilizaron una mezcla de surfactante con
proteina como estabilizante del sistema, mientras que en este estudio se utilizd

Gnicamente poloxamero 188.

De acuerdo con los resultados que se presentan en la Tabla 5 la eficiencia de
encapsulacién aumentdé con el incremento de la concentracion de curcumina
adicionada en la formulacion de los estudios preliminares y a la formulacion
optimizada, ya que se determind la solubilidad de la curcumina en la mezcla de
etanol/agua es de 0.33 mg/mL, lo cual supone que afadir una cantidad mayor

reduciria la eficiencia de encapsulacion dado a que el exceso de curcumina saldria
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y no seria encapsulada. Lo anterior se ajusta a los resultados obtenidos ya que en
la optimizacién del nanosistema se registraba una eficiencia del 97%, mientras que
en la formulacién final se registré una eficiencia del 80 al 86 % lo cual podria
explicarse por el aumento en la concentracion ya que al inicio era de 10 mg y se
aumento6 a 20 mg, sin embargo, estas eficiencias de encapsulacion son superiores
a las que se encuentran en la literatura ya que Maldonado (2021) obtuvo una
eficiencia del 50.8 % al elaborar sus nanoparticulas con copolimeros. Por otro lado,
Ghobadi-Oghaz et al. (2022) obtuvo una eficiencia de encapsulacion del 75 % al
elaborar sus nanoparticulas con zeina y recubrirlos con quitosan, lo cual hace
alusién a que la formulacion establecida en este estudio tiene la capacidad de
encapsular en mayor proporcion la curcumina y asi poder cumplir un efecto

terapéutico de mejor manera.

En cuanto respecta al aceite de Neem no se puede realizar una comparacion con
otros articulos, este es el primer estudio que utiliza este aceite en este tipo de forma
farmacéutica y para el uso de la salud humana, este aceite Gnicamente se encuentra

reportado como insecticida en solucion o polvo.
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7. Conclusiones

Se logro determinar la compatibilidad quimica y fisica a través del andlisis de
espectroscopia IR y DSC, observando que la curcumina y el aceite de Neem son
incompatibles. De tal manera, que pueden mezclarse sin formar ningun tipo de
compuesto quimico y por lo tanto estar presentes en la formulacion sin alterar su

estabilidad fisica y quimica.

Se logro desarrollar y caracterizar un sistema nanoparticulado con curcumina y
aceite de Neem como posible tratamiento combinado para el cancer de mama, el
cual se obtuvo mediante el método de desplazamiento del solvente, obteniendo
tamafos de particula nanométricos en poco tiempo y ocupando un método sencillo
para la elaboracion de este sistema, volviéndolo rentable y amigable con el
ambiente. La ventaja de este estudio radica en que a diferencia de otras
investigaciones que pretenden obtener nanoparticulas de curcumina, en este se
logré una mayor encapsulacion de los principios activos, sin embargo, gracias a la
caracterizacion de la formulacion se determin6 que el sistema no es monodisperso
y estable por lo que se sugiere utilizar otro tipo de estabilizante o una mayor
concentracion de poloxamero 188.

Se busca que esta formulacién al ser sometida a pruebas in vitro con células
cancerigenas sea capaz de reducir el crecimiento de estas y consolidarse como un
tratamiento dirigido que pueda reducir los efectos téxicos de la quimioterapia, siendo
este una alternativa innovadora para el tratamiento de Cancer de mama, ya que la
nanotecnologia en la administracion farmacos es prometedora para mejorar la
eficacia y seguridad de los tratamientos, y la investigacion en curso continda
explorando nuevos materiales y estrategias para una administracion mas eficiente
y especifica. En este sentido, la optimizacion de nuevas formulaciones con
materiales naturales, biodegradables y biocompatibles hace que el desarrollo de

nanoparticulas puedan ser una mejora al tratamiento del cancer de mama.
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9. Cronograma

Objetivo

Actividades a realizar

MES 1

MES 2

MES 3

MES 4

MES 5

MES 6

1

Elaboracién del protocolo

2

Capacitacion en laboratorio

Pruebas de compatibilidad

Obtencidn y optimizacidon del sistema
nanoparticulado

Caracterizacion del nanosistema

Anélisis de resultados

Redaccidn de informe final
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10. Anexos Cartel presentado en el LVI Congreso Nacional y X Internacional de
Ciencias Farmaceéuticas

Los resultados obtenidos en esta investigacion fueron presentados en el LVI
Congreso Nacional y X Internacional de Ciencias Farmacéuticas con la finalidad de

enriquecer el conocimiento de la comunidad farmacéutica.

m EFECTO DEL SOLVENTE EN LA OBTENCION

Casa abierta al tiempo DE NANOPARTiCULAS’ DE ACEITE DE
NEEM/ZEINA

Jesus Alberto Gaspar de Jesus', Jorge Esteban Miranda Calderdn’, Moises Job Galindo Pérez?, Lysett Corona Gomez?,
Lizbeth Martinez Acevedo’?,

e Sistemas Bi il México, 2Departamento de Procesos y Tecnologia, Universidad
Auténoma Metropolitana-Cuajimalpa, Méxlco Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, Universidad Nacional Auténoma de México, México,
com; Xoc.uam.mx

INTRODUCCION

La OMS enfatiza que se debe dar uno o mas tratamientos como la cirugia, Ia ia y el tr i istémico del cancer de mama, de tal
manera que la investigacion de nuevos sistemas con de podria resultar importante para la
prevencion, control y tratamiento mas eficaz. En este proyecto, se busca un sistema de aceite de

que son y naturales, como una para el del cancer de mama.
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