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RESUMEN DEL PROYECTO

La enfermedad de Alzheimer afecta a millones de personas en el mundo,
produciéndoles pérdidas en sus capacidades cognitivas y cerebrales. Es una
enfermedad neurodegenerativa y la fisiopatologia tiene multiples consecuencias,
entre ellas la generacion de estrés oxidativo en las neuronas. Por esta razén, se ha
planteado el uso de compuestos flavonoides antioxidantes, como la quercetina, para
su tratamiento. Esta posee excelentes propiedades farmacodinamicas, pero
presenta problemas de solubilidad en medio acuoso y de absorcion por sus
caracteristicas quimicas

Para solventar la problematica mencionada, se propuso el desarrollo de
nanocapsulas a base de los materiales poliméricos Policaprolactona y Polivinil
Alcohol, para asi vectorizar la quercetina y mejorar sus propiedades fisicoquimicas.
Se empled la metodologia correspondiente a la Nanoprecipitacién. Posteriormente
se caracterizaron fisicoquimicamente los sistemas, evaluando los cambios en
tamanfo, dispersidad, potencial zeta, y porcentaje de encapsulacion, con respecto al
tiempo. Adicionalmente, se vari6 el peso molecular y la concentracién de los
polimeros para encontrar la influencia de estos parametros en las propiedades de
las nanoparticulas.

Se encontré que los tamafios estaban en la escala nanométrica (entre 100 y 500
nm), y los potenciales zeta fueron negativos, menores a -30 mV en todos los casos,
haciendo que los sistemas sean fisicamente estables. Ademas los porcentajes de
encapsulacion iniciales fueron mayores al 98% en todos los casos. Las
nanocapsulas a base del polimero PCL, presentaron mayores tamafios de particula
con respecto a las nanoparticulas de PVA, pero asi mismo dispersidades mas
pequenas.

El desarrollo del proyecto buscé proveer una formulacién a escala nanométrica para
la quercetina, ademas de toda la respectiva caracterizacion fisicoquimica. De esta
manera, la informacion generada puede utilizarse para realizar estudios biol6gicos
en futuras investigaciones con quercetina.

Palabras clave: Enfermedad de Alzheimer, estrés oxidativo, quercetina,
solubilidad, absorcién, nanocépsulas.
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ABSTRACT

Alzheimer is a neurodegenerative disease that affects millions of people around the
world, causing them to lose their cognitive and brain abilities. Pathophysiology has
multiple consequences, including the generation of oxidative stress in neurons

For that reason, it has been proposed the use of flavonoid antioxidant compounds,
such as quercetin, for its treatment. It has excellent pharmacodynamic properties,
but presents problems of solubility in aqueous medium and absorption due to its
chemical characteristics To solve this problem, this work proposed the development
of nanocapsules based on the polymeric materials Polycaprolactone and Polyvinyl
Alcohol, in order to vectorize quercetin and improve its physicochemical properties.

The methodology corresponding to Nanoprecipitation was used. Subsequently the
systems were characterized physicochemically, evaluating the changes in size,
dispersion, zeta potential, and encapsulation percentage, with respect to time.

Additionally, the molecular weight and concentration of the polymers were varied to
find the influence of these parameters on the properties of the nanoparticles.

The sizes were found to be in the nanometer scale (between 100 and 500 nm), and
the zeta potentials were negative, less than -30 mV in all cases, making the systems
physically stable. Also the initial encapsulation percentage were major than 98% in
all cases. The nanocapsules based on the PCL polymer had higher particle sizes
than the PVA nanoparticles, but also smaller dispersions.

The development of the project was to provide a nanometric scale formulation for
quercetin, in addition to all the respective physicochemical characterization. In this
way, the information generated can be used to perform biological studies in future
research with quercetin.

Keywords: Alzheimer disease, oxidative stress, quercetin, solubility, absorption,
nanocapsules.
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1. INTRODUCCION

El descubrimiento de agentes terapéuticos con la capacidad de tratar ciertas
patologias con altos indices epidemiologicos, tales como las enfermedades
neurodegenerativas, es una constante en la actualidad. No obstante, los
medicamentos deben cumplir con ciertos requisitos adicionales a los terapéuticos,
para ser realmente eficaces in vivo. Algunos de estos requerimientos abarcan el
tener una buena solubilidad en medio acuoso, a la vez que una Optima
permeabilidad, parametros que son condicionados por la naturaleza quimica del
farmaco, y que en numerosas ocasiones representan problematicas para su
utilizacion como agente terapéutico.

Un ejemplo de las situaciones anteriormente mencionadas se presenta con la
quercetina, un antioxidante de tipo flavonoide, el cual posee caracteristicas
terapéuticas favorables para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer (EA). Sin
embargo, su capacidad para permear membranas constituye una dificultad en el
uso del mismo, la cual hoy en dia solo se ha logrado manejar mediante la utilizacion
de altas dosis. Lo anterior hace que la quercetina no sea un medicamento de
eleccion cuando se desea controlar el avance de dicha patologia (Bei et al., 2009).

Cuando se presentan dificultades de este tipo, se debe recurrir a la utilizacién de
estrategias de disefio y formulacién farmaceéutica, que permitan desarrollar
vehiculos con la capacidad de solventar dichas probleméticas. Estas técnicas han
evolucionado con los afios, llegando hasta el punto de poder encapsular farmacos
a escala nanométrica mediante el uso de matrices poliméricas. De esta manera, se
pueden optimizar algunas de sus propiedades, las cuales originalmente no
permitian que ejerciera correctamente su accion farmacoldgica.

La nanotecnologia farmacéutica, es una herramienta que se encuentra en constante
evolucion. Mediante el desarrollo de metodologias muy bien estructuradas y
estudiadas, se han generado sistemas con tamafios muy pequefios (entre 100 y
500 nm) y morfologias ventajosas (generalmente circulares). La composicién de
estas estructuras, tiene generalmente una matriz polimérica, la cual posee la
capacidad de crear nanoambientes que funcionan como reservorios de farmacos.
De esta manera, se protege el agente terapéutico de ciertos factores de
degradacion, y se modula la liberacion del mismo para controlar parametros como
su solubilidad en medio acuoso y la permeabilidad.

Con base en los anteriores precedentes, el presente proyecto fue desarrollado con
el objetivo de proveer informacion acerca de las caracteristicas fisicoquimicas de
vehiculos en escala nanométrica para el agente terapéutico quercetina. Para esto,
se utilizo la metodologia de Nanoprecipitacion, con dos diferentes materiales
poliméricos, correspondientes a Policaprolactona y Polivinil Alcohol. Se evaluaron
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diferentes concentraciones y pesos moleculares de ambos polimeros, y se estudio
la estabilidad fisica de estos nanosistemas en el tiempo. Con la informacion
generada, se podran evaluar las caracteristicas biofarmacéuticas de las
nanocapsulas de quercetina en futuros estudios.
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2. DESCRIPCION DEL TRABAJO

2.1 PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION

Las patologias neurodegenerativas son aquellas que producen deterioro de las
funciones fisiolégicas en el sistema nervioso central, originando dafios y
condiciones andmalas en los dominios cognitivos del cerebro. Una de las patologias
mencionadas es la EA, que genera pérdida de la capacidad intelectual en relacién
con la memoria, la cognicion, y la orientacion, entre otras. Ademas, representa la
forma mas comun de demencia (Escobar & Pimienta, 2006).

La fisiopatologia celular de la enfermedad se basa en multiples fallos a nivel
neuronal, incluyendo disfuncién sinaptica por agotamiento de neurotransmisores,
inhibicion mitocondrial, y estrés oxidativo (Querfurth & LaFerla, 2004). Este ultimo
es de especial recurrencia, por lo cual algunas de las investigaciones en EA estan
actualmente orientadas al descubrimiento de compuestos con efecto antioxidante y
neuroprotector. Dentro de este marco, se han encontrado extractos de flavonoides
que poseen dicha capacidad, siendo la quercetina uno de los principales
componentes activos (Bei et al., 2009).

La quercetina ha demostrado tener un efecto terapéutico frente al estrés oxidativo
en la EA, pero sus propiedades farmacocinéticas impiden el éxito total del
tratamiento, inclusive cuando se usan dosis altas. El primer factor limitante es su
baja solubilidad en medio acuoso debido a su estructura quimica apolar, lo que
conlleva a una baja absorcion a nivel del tracto gastrointestinal, y una disminucién
en la biodisponibilidad del farmaco. Adicionalmente, se han encontrado efectos del
metabolismo sobre la quercetina una vez se absorbe, lo cual promueve su
eliminacion del organismo (Piskula & Terao, 1998). Por las razones anteriormente
mencionadas, este proyecto buscd proveer una estrategia de vehiculizacion
adecuada para la quercetina, y caracterizar las respectivas propiedades
fisicoquimicas de estos sistemas. Con base en la informacion obtenida, se podran
establecer las condiciones mas adecuadas para optimizar las propiedades
farmacocinéticas del farmaco.

La propuesta de formulacion consisti6 en la preparaciéon de nanoparticulas (o
particulas solidas coloidales) a base de materiales poliméricos, mediante la
metodologia de Nanoprecipitacion. Estos son sistemas que poseen un nucleo
hidrofobico en el cual se puede encapsular el farmaco, y una membrana polimérica
gue lo rodea (Mora-Huertas, Fessi, & Elaissari, 2010). Este tipo de vectores suelen
tener un tamafio que oscila entre los 100 y los 500 nm (Boehm, Martinon, Zerrouk,
Rump, & Fessi, 2003). Gracias a esto y al ambiente apolar del nucleo, se pueden
mejorar aspectos de absorcion y solubilidad. Adicionalmente, se genera una barrera
fisica que ofrece proteccion contra el metabolismo.
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Es comdn encontrar en el repertorio farmacolégico de cualquier patologia,
compuestos con buenas propiedades farmacodindmicas para la prevencion o la
curacion de la misma. Sin embargo, suelen aparecer desventajas desde el punto de
vista farmacocinético, ya que pueden presentarse caracteristicas de mala
solubilidad en medio acuoso o de absorcion, dificultando asi el éxito del tratamiento.
Por esta razén, el presente proyecto buscé aportar informacion acerca de la utilidad
de la preparacion de nanosistemas, en la resolucion de las problematicas
anteriormente mencionadas.
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2.2 MARCO TEORICO Y ESTADO DE ARTE

2.2.1 Enfermedad de Alzheimer

La EA es una patologia neurodegenerativa, la cual compromete diversos dominios
cognitivos del paciente, generando pérdida de la memoria, la orientacion, y la
capacidad de razonamiento como principales sintomatologias.
Epidemiolégicamente es padecida por mas de 44 millones de personas en el
mundo, con un periodo de vida que va de tres a nueve afos después de realizado
el diagnéstico (Reitz & Mayeux, 2014). Esta condicién puede ser causada tanto por
circunstancias genéticas como por la edad del paciente, siendo este ultimo el
principal factor de riesgo. Por otra parte, a nivel molecular la enfermedad se asocia
a un desbalance en el metabolismo de dos macromoléculas presentes en el cerebro:
los péptidos B-amiloide (principalmente) y la proteina Tau hiperfosforilada (Querfurth
& LaFerla, 2004).

Los B-amiloides o péptidos AR son estructuras conformadas por una cantidad de
aminodacidos en su estructura que puede variar de 36 hasta 43. Se caracterizan por
tener multiples hojas plegadas B en su estructura secundaria, lo que promueve la
formacion de agregados proteicos o placas amiloides, las cuales son insolubles
(Berg, Tymoczko, & Stryer, 2011). Estos péptidos son productos normales del
metabolismo, pero desbalances entre su produccién y aclaramiento pueden
provocar EA.

La presencia de estos tipos de polipéptidos genera diversos mecanismos
fisiopatologicos, los cuales derivan en las sintomatologias mas caracteristicas de la
enfermedad. Entre estos mecanismos se encuentran:

» Fallo sinaptico por interrupciones en la liberacion de neurotransmisores, y por
corrientes anémalas de iones.

» Agotamiento de neurotransmisores por disfunciones en los receptores.
» Disfuncion mitocondrial por inhibicién de las enzimas.

» Estrés oxidativo. Este se da ya que ciertas especies liberadas por las
mitocondrias disfuncionales son susceptibles a convertirse en especies
radicales del oxigeno (ROS por sus siglas en inglés, Reactive Oxygen
Species) y del nitrdgeno (RNS por sus siglas en inglés, Reactive Nitrogen
Species). Dicho proceso es mediado por los péptidos AR, los cuales también
poseen la capacidad de formar radicales libres (Yan et al., 1996). Las
consecuencias son nefastas para las estructuras moleculares presentes en
las neuronas, principalmente para las membranas por la peroxidacion de los
lipidos (Hensley et al., 1994).
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» Otros, como la inflamacion de estructuras en el sistema nervioso central,
dafio vascular en arteriolas del cerebro, y pérdida de la regulacién de calcio.

El principal grupo farmacolégico para el tratamiento del Alzheimer son los
inhibidores de la colinesterasa (Rang, Dale, Ritter, Flower, & Henderson, 2012).
Estos actuan disminuyendo el mecanismo de agotamiento de neurotransmisores,
pues al impedir el funcionamiento de dicha enzima, se asegura mayor disponibilidad
de acetilcolina y un correcto funcionamiento neuronal. Sin embargo, para este
proyecto es de especial interés el mecanismo del estrés oxidativo.

2.2.2 Extractos de flavonoides y quercetina como antioxidantes para el
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer

En los Ultimos afos, se ha investigado acerca de un grupo de extractos herbales de
especial interés por sus efectos neuroprotectores. Uno de los que ha presentado
mejores propiedades es el extracto NXQ, el cual posee un conjunto de flavonoides,
destacandose la quercetina (ver figura 1) (Bei et al., 2009).

Figura 1. Estructura quimica de la quercetina

En la estructura quimica, se puede apreciar un nucleo C6-C3 de un anillo aromatico
unido a un anillo heterociclico con un atomo de oxigeno. Este nucleo, se une a su
vez a otro C6, correspondiente a un anillo aromatico. Distribuidos en la estructura
hay 5 grupos OH, haciendo que el compuesto sea polifendlico y, por lo tanto, que
tenga capacidad de oxidarse (Afanas’ev, Dcrozhko, Brodskii, Kostyuk, &
Potapovitch, 1989). Dicha oxidacion se ve favorecida, ya que los radicales formados
se pueden estabilizar en el anillo aromatico, ademas de hacerlo en el sistema
conjugado del heterociclo. Por esta razon, se puede lograr controlar el estrés
oxidativo asociado a la EA, tal como lo han demostrado ciertos estudios de
supervivencia neuronal realizados con este compuesto (Bei et al., 2007).

Sin embargo, el nucleo de su estructura quimica le confiere propiedades apolares.
Ademas, el pKa de su OH mas acido es de 7,03 (Lemanska et al., 2004), por lo cual
presenta una baja solubilidad en medio acuoso (principalmente en un medio acido
como el gastrico, en el cual se encuentra en estado neutro).
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Como la disolucion es la etapa previa a la absorcién cuando la via de administracion
de un medicamento es oral, también se ve limitado este proceso farmacocinético
(Piskula & Terao, 1998). Por esta razon, el proyecto se enfoca en la produccion de
nanoparticulas que ayuden a optimizar las propiedades fisicoquimicas de sistemas
a base de quercetina, para que su uso en el tratamiento de la EA pueda ser mas
efectivo.

2.2.3 Nanoparticulas

2.2.3.1 Generalidades

Las nanoparticulas son sistemas sélidos coloidales, es decir, con un tamafio que se
encuentra regularmente entre 100 y 500 nm. Ademas, su estructura geométrica les
permite contener moléculas en su interior, funcionando asi como transportadores o
vectores. Dichas particularidades les confieren propiedades de interés a nivel
aplicativo, ya que por su tamafio tienen la capacidad de entrar con facilidad a las
células (Mosqueira et al., 2001). Ademas, si su nucleo es apolar, se da la posibilidad
de solubilizar farmacos hidrofébicos. Como valor agregado, se puede optimizar la
estabilidad de las sustancias al protegerlas de factores ambientales como el agua,
pH o el oxigeno (Mora-Huertas et al., 2010).

Dentro de estos sistemas se destacan las nanoesferas y las nanocépsulas, las
cuales requieren de una matriz polimérica. Sin embargo, en las primeras esta se
encuentra distribuida en toda el area de la nanoparticula, formando asi una red que
de una u otra forma desaprovecha espacio para la encapsulacion de farmacos (Ato,
1996). Por su parte, las nanocapsulas tienen la matriz solo rodeando la
nanoparticula en forma de membrana, por lo cual poseen mucho mas espacio libre
en su interior para depositar el farmaco (Mora-Huertas et al., 2010).

Cuando se preparan nanocapsulas, se busca que la cavidad sea liquida,
conteniendo una sustancia que tenga la capacidad de disolver el farmaco de interés.
Sin embargo, se han preparado sistemas en los cuales el farmaco se ubica
embebido en la membrana polimérica, o en la superficie por procesos de adsorcién.

Uno de los principales procedimientos para la preparacion de nanocapsulas
corresponde al método de Nanoprecipitacion.

2.2.3.2 Método de la Nanoprecipitacion

Este método requiere dos fases, una organica y una acuosa, las cuales al final van
a mezclarse (Fessi, Puisieux, Devissaguet, Ammoury, & Benita, 1989). Cabe
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resaltar que se requiere de un método de dosificacion por goteo, el cual permita
controlar la velocidad con la que se agrega la fase organica en la acuosa.

Cuando el farmaco es hidrofdbico, la fase organica se compone de un solvente de
tipo apolar, un polimero que rodeara la nanocépsula, y el farmaco disuelto en un
aceite (lo cual representa el nacleo de la misma). Por su parte, la fase acuosa solo
contiene agua (llamado compuesto no solvente para este caso) y un agente
estabilizante de la mezcla final.

Las proporciones aproximadas de cada componente son (Mora-Huertas et al.,
2010):

Tabla 1. Composiciones sugeridas para el método de Nanoprecipitacion.

Componente Composicion
Solvente 25 mL
Farmaco 10-25 mg
Polimero 0,2-0,5% (en gramos) del solvente
Aceite 1,0-5,0% (en gramos) del solvente
Agua 50 mL
Agente estabilizante 0,2-0,5% (en gramos) del no solvente

A medida que la fase organica se va adicionando en la acuosa, el solvente apolar
sufre un proceso de desplazamiento hacia la misma. Esto se rige por el efecto de
Gibbs-Marangoni, el cual se basa en un gradiente de potencial quimico asociado a
la diferencia de tensiones superficiales entre dos liquidos (Mcmanamey, Davies, &
Coe, 1973). En este caso, el agua tiene una mayor tension superficial que el
solvente, por lo cual su fuerza contractil es mayor. Por esta razon, cuando el agua
entra en contacto con dicho solvente, se mueve como si se estuviera expandiendo
en el medio, producto de la fuerza neta resultante (ver figura 2, las esferas blancas
representan las moléculas de agua, y la esfera verde es una molécula del solvente
apolar), y de las interacciones no favorables entre ambas especies quimicas. Este
proceso deriva en el desplazamiento del solvente desde la fase organica a la
acuosa, generando zonas de alta concentracion de polimero, y movimientos
inducidos en el mismo debido a la turbulencia. Por lo tanto, el polimero tiende a
agregarse en la zona de mayor estabilidad termodinamica, es decir, alrededor de
las goticulas de aceite en las que el farmaco esta disuelto. De esta manera,
disminuye la zona de contacto con el resto del sistema, y forma la nanocépsula
(Quintanar-Guerrero, Allémann, Fessi, & Doelker, 1998).
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Figura 2. Efecto Gibbs-Marangoni.

Un esquema del proceso de Nanoprecipitacién puede encontrarse en la figura 3.

Dosificacion controlada
por goteo

Fase organica Fase acuosa

L — Polimero
‘ — Estabilizante

Farmaco (disuelto
en el aceite) — Nanocapsulas
-—» Solvente organico

Figura 3. Esquema del proceso de preparacion de nanocapsulas por el método de

Nanoprecipitacion.

De manera general, suelen utilizarse polimeros biodegradables, biocompatibles, y
sintéticos, pues han demostrado una mejor reproducibilidad. Poliésteres como la
Policaprolactona (PCL), y polialcoholes como el Polivinil Alcohol, son ampliamente
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referenciados en la literatura. Sus estructuras quimicas se presentan en las figuras
4y 5, respectivamente (Mora-Huertas et al., 2010).

O

Lol o

Figura 4. Estructura quimica del PCL.

| n
OH

Figura 5. Estructura quimica del PVA.

En cuanto al estabilizante y el aceite, se busca que no sean toxicos, y que tampoco
permitan la solubilizacién del polimero, pues no se formaria la nanocapsula por
precipitacion del mismo. El poloxamero 188 (ver figura 6) es un surfactante neutro,
el cual se utiliza por su eficiencia para estabilizar sistemas heterogéneos, y por su
biodegradabilidad. Por otra parte, los aceites derivados de los acidos caprico y
caprilico, tienen la capacidad de disolver una gran cantidad de farmacos no polares.
Un ejemplo de estos aceites es el Miglyol, y su estructura quimica se presenta en la

figura 7.
Ho%CHZ_CHz_O>‘<CH2_CH—09-<CH2—CH2—O%H
75 | 30 75
CHs

Figura 6. Estructura quimica del Poloxamero 188.
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Figura 7. Estructura quimica del Miglyol.

2.2.3.3 Consideraciones y principales parametros fisicoquimicos

Los pasos subsiguientes a la formacion de las nanoparticulas incluyen: la
eliminacién de los solventes (generalmente realizada mediante procesos como la
rotaevaporacion, aprovechando la alta presion de vapor de los mismos para aplicar
vacio a la muestra), y la purificacion del sistema (para lo que se utiliza comunmente
didlisis o ultrafiltracién). De esta manera se obtiene una suspension de las
nanocapsulas (Raffin Pohlmann, Weiss, Mertins, Pesce da Silveira, & Stanis¢uaski
Guterres, 2002). Posteriormente se procede a la caracterizacion fisicoquimica de
los nanosistemas.

Dos de los pardmetros mas importantes a medir son el tamafio promedio de las
nanocapsulas (expresado como el diametro hidrodinamico), y la dispersidad de las
mismas (distribucién de los tamafios). Para la respectiva determinacién, se usan
métodos basados en la dispersion de luz dinamica de las particulas (DLS por sus
siglas en inglés, Dynamic Light Scattering) (Moinard-Chécot, Chevalier, Briangon,
Beney, & Fessi, 2008).

Las técnicas basadas en DLS, generan una correlacion entre el tamafio de la
particula, y el patrén de los angulos con que dispersan la luz. Dicho patron es
dependiente del diametro hidrodindAmico de la misma, tal y como se observa en la
figura 8 (Bhattacharjee, 2016). Factores que se tienen en cuenta al momento de
generar la correlacién incluyen la viscosidad del medio, y el movimiento Browniano
de las particulas.
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Figura 8. Patrones de dispersion de luz en diferentes tamafios de particula.
Tomado de (Bhattacharjee, 2016).

La dispersidad es calculada con base en la distribucion de todos los tamafos
registrados que se encuentran en la muestra. Una dispersidad menor a 0,3, equivale
a una poblacién de particulas con rangos de tamafio homogéneos (Gaumet, Vargas,
Gurny, & Delie, 2008).

De igual manera, debe tenerse en cuenta la funcion de correlacion para las
poblaciones de tamafios. Debido a que la técnica DLS tiene en cuenta el movimiento
Browniano de las particulas, se mide el tiempo durante el cual las mismas son
detectadas por el laser. Por lo tanto, el comportamiento esperado para esta funcién
es sigmoideo, es decir, que se empiece con una alta intensidad de deteccion de la
poblacion de particulas por el laser, y con el tiempo haya un decaimiento debido al
movimiento aleatorio de estas, tal y como se muestra en la grafica 1.

0.9 -
0.8 -
0.7 -
06 -
05 -
0.4 -
03 -
0.2 -
01 -
0
1.0E-01 1.0E+01 1.0E+03 1.0E+05 1.0E+07
Time (uS)

Correlation Coeff.,

Grafica 1. Funcioén de correlacion vs. Tiempo. Tomado de (Bhattacharjee, 2016)

La funcién de correlacion es Optima cuando tiene valores iniciales que se
encuentran entre 0,8 y 1,0 (Bhattacharjee, 2016).

Otro parametro de importancia es el potencial zeta (¢). Este es la medida de que tan
cargada se encuentra la interfase de la nanoparticula en estudio, con respecto al
medio que la rodea. Para entenderlo, se debe analizar la teoria de la doble capa
eléctrica. Cuando la nanoparticula esta cargada (por ejemplo negativamente, como
puede observarse en la figura 9), alrededor de ella se forma una capa compacta
debido a los contraiones del medio, denominada capa de Stern. Posteriormente, se

23



crea la capa de deslizamiento, en la que iones presentes en la solucion se
acomodan alrededor de la capa de Stern, mediante interacciones electrostéticas de
largo alcance.

Slipping plane (Y,)
Particle surface
(bo) Stern layer

Figura 9. Modelo de la doble capa eléctrica. Tomado de (Bhattacharjee, 2016).

De manera fisica, se entiende el potencial zeta como la diferencia de potencial entre
la superficie, y la capa de deslizamiento (Bhattacharjee, 2016). Brinda
principalmente informacion de la estabilidad de la particula, y en conjunto con el
tamafo, ayuda a caracterizar fisicoquimicamente el tipo de asociacion entre el
farmaco y la nanocapsula (Mora-Huertas et al., 2010). Este valor puede atribuirse al
polimero, al estabilizante, y/o al farmaco si se encuentra adsorbido en la superficie.
Valores con magnitudes mayores que +10 mV, son deseados para asegurar la
estabilidad.

El dltimo factor de interés en la caracterizacion de nanoparticulas es la eficiencia de
encapsulacién. Esta describe la cantidad de farmaco que se encuentra asociado al
nanosistema. Se define matematicamente como:

Cantidad de farmaco libre en la muestra

Eficiencia de encapsulacion = 100 — ( x100) (2)

Cantidad total de farmaco en la formulacién
Para encontrar la cantidad de farmaco libre en la muestra, se puede centrifugar la
misma, haciendo que las nanoparticulas se sedimenten. Luego, se utiliza un método
analitico para cuantificar la concentracion de farmaco en el sobrenadante (Mora-
Huertas et al., 2010).
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2.2.3.4 Factores que afectan los parametros fisicoquimicos de las
nanocapsulas

Multiples variables operacionales y de los materiales pueden afectar el tamafio, la
dispersidad, el potencial zeta, y la eficiencia de encapsulacion de las nanoparticulas.
Entre ellas se encuentran: la velocidad a la cual se agrega la fase organica en la
acuosa, la velocidad de agitacion del sistema, y la solubilidad del polimero en el
aceite. Esta ultima debe ser baja para poder formar un sistema bifasico en la
superficie de la nanocapsula (Mora-Huertas et al., 2010).

Ademas de la solubilidad, otras variables con respecto al polimero pueden afectar
las caracteristicas de los nanosistemas. Por ejemplo el peso molecular, el cual entre
mas alto, genera mayor restriccion para el desplazamiento del solvente organico,
dificultando el proceso de formacion de las nanoparticulas. La concentracion de
polimero puede presentar un efecto similar (Romero-Cano & Vincent, 2002).

El tiempo es otro factor que afecta la estabilidad de las nanoparticulas. Es normal
gue se vaya dando una desorcion de cargas en la superficie, y que el potencial zeta
disminuya en magnitud con el paso de los dias. Esto genera fendmenos de
floculacion y coagulacion, que se traducen principalmente en aumentos en el
tamario (Mora-Huertas et al., 2010).
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2.3 OBJETIVOS

231

Objetivo general

Elaborar y caracterizar distintos tipos de nanosistemas de quercetina, preparados a
partir de dos diferentes materiales poliméricos, e implementados mediante la
metodologia de Nanoprecipitacion.

2.3.2

Objetivos especificos

Desarrollar nanocépsulas de quercetina mediante el método de
Nanoprecipitacion, a partir de dos distintos materiales poliméricos,
correspondientes a Policaprolactona (PCL) y Polivinil Alcohol (PVA).

Caracterizar fisicoguimicamente los nanosistemas, midiendo el diametro
hidrodindmico, potencial zeta, la dispersidad, y la eficiencia de encapsulacion
de los mismos.

Evaluar el efecto de la concentracién y el peso molecular de cada polimero
en los parametros de caracterizacion fisicoquimica de los nanosistemas.

Estudiar la estabilidad y el efecto del tiempo en los parametros de
caracterizacion fisicoquimica de los nanosistemas.
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2.4 METODOLOGIA UTILIZADA

2.4.1 Materiales

La quercetina y los materiales poliméricos PVA y PCL fueron obtenidos de Sigma-
Aldrich, y se usaron como se recibieron. El PCL se adquiri6 a tres diferentes valores
de nuamero molecular (Mn por sus siglas en inglés, molecular number)
correspondientes a 10000 Da, 45000 Da, y 80000 Da. Por otra parte, el PVA fue
adquirido en tres diferentes rangos de peso molecular (Mw por sus siglas en inglés,
molecular weight), los cuales equivalen a 31000-50000 Da, 85000-124000 Da, y
146000-186000 Da. El estabilizante Poloxamero 188, el aceite Miglyol, y el solvente
acetona, fueron provistos por el almacén de laboratorios de la Universidad Icesi, y
fueron usados como se recibieron. El agua ultra-pura fue producida con un sistema
de purificacibn de agua Millipore Elix Essential, el cual se encuentra en las
instalaciones de la Universidad Icesi.

2.4.2 Obtencion de nanocapsulas mediante el método de Nanoprecipitacion

La obtencién de nanosistemas por este método requirio de la formacion de dos
fases, como se mencioné anteriormente. La metodologia se basé en la propuesta
por Fessi (Fessi et al., 1989). La fase organica contenia los siguientes componentes:

Tabla 2. Composicion de la fase organica para el método de Nanoprecipitacion.

Componente Material Cantidad
Farmaco Quercetina 15 mg
Aceite Miglyol 0,5mL
Solvente Acetona 25 mL
. PCL (Policaprolactona) o
Polimero PVA (Polivinil alcohol) 50mg 0 125mg

Por su parte, esta fue la composicion de la fase acuosa:

Tabla 3. Composicion de la fase acuosa para el método de Nanoprecipitacion.

Componente Material Cantidad
No solvente Agua 50 mL
Estabilizante Poloxamero 188 250 mg

El procedimiento experimental se llevé a cabo de la siguiente manera:
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Para preparar la fase organica, la cantidad estipulada de polimero se disolvié en los
25 mL de acetona a una agitacién de 500 rpm, en un recipiente A durante 1 hora.
En un recipiente B se disolvieron los 15 mg de quercetina en los 0,5 mL Miglyol.
Cuando este proceso se completd, se agregé dicho sistema al recipiente A, y se
dejé por 30 minutos sin detener la agitacion. En un recipiente C se formo la fase
acuosa, para lo cual se adicionaron los 250 mg de Poloxdmero 188 en 50 mL de
agua ultra-pura a una agitacion constante de 500 rpm hasta completa disolucion.

Posteriormente, se agreg6 la fase organica a la fase acuosa para formar las
nanocapsulas. Para esto, el sistema de dosificacion por goteo elegido fue mediante
el uso de una bureta de 25 mL, en la que se depositd la fase organica proveniente
del recipiente A (ver montaje en la figura 10). El goteo fue controlado manualmente
por el investigador, a una tasa de aproximadamente 2 mL/min, y la agitacién del
sistema contintio a 500 rpm. Una vez dosificada toda la fase organica, la agitacion
se prolong6 por 10 minutos mas.

‘

Figura 10. Montaje para la dosificacion de la fase organica en la acuosa.

2.4.3 Concentracion y purificacion de las nanocapsulas

La concentracion, y la eliminacion del solvente organico, se llevaron a cabo
mediante la aplicacion de vacio y temperatura con un rotaevaporador marca
Heidolph. Se utilizé un vacio inicial de 400 mbar, y se hicieron disminuciones de 100
mbar cada 10 minutos, hasta llegar a 100 mbar. La temperatura aplicada fue de
55°C y la velocidad de rotacion 155 rpm. Posteriormente, el exceso de polimero
precipitado se filtré a vacio con papel filtro cuantitativo. Por dltimo, se midi6 el
volumen resultante de la suspension.
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2.4.4 Caracterizacion de las nanocapsulas

La caracterizacion se realiz6 principalmente mediante las medidas de tamafio (o
diametro hidrodinamico, Dw), dispersidad, y potencial zeta. Estas fueron
determinadas mediante el equipo Z-sizer nano-ZSP, comercializado por Malvern
Instrument, y se hicieron todas por triplicado. En cuanto a la preparacion de la
muestra, se hizo una dilucién de 5:5000 (v/v) de la misma en agua.

El diametro hidrodinamico y la dispersidad fueron medidos por dispersion de luz
dinamica, con un &ngulo de deteccion de 173°, y a 25°C. El potencial zeta () se
midio a través de la movilidad electroforética (). Para esto, se lee mediante un
detector la frecuencia de la luz dispersada por las particulas cuando se les aplica
un potencial. Dicha frecuencia es proporcional a la rapidez con la que se mueven
las mismas. Posteriormente, el equipo utiliza la relacion de Smoluchwski (Dukhin &
Parlia, 2014) para calcular el potencial zeta:

_
£

¢ (2)
En donde n es la viscosidad y € la constante dieléctrica del medio (agua para ambos
casos).

Adicionalmente, se evaluo la eficiencia de encapsulacion de la quercetina mediante
la ecuacion 1. La centrifugacion se llevo a cabo con una microcentrifuga Hettich a
una velocidad de 9700 rpm, y la muestra fue puesta en tubos VWR con filtro de 0,2
pUm para optimizar la separacion de las nanocépsulas y el sobrenadante. La cantidad
de farmaco libre en el sobrenadante se midioé por medio de espectroscopia UV/Vis,
con un espectrofotdbmetro Shimadzu acoplado a una termocupla. Para determinar la
longitud de onda de maxima absorcion, se realizé un barrido de 200-800 nm de la
quercetina en una solucién de 300 ppm en etanol-agua 4:1 respectivamente, debido
a la baja solubilidad del farmaco en agua. El resultado fue 374 nm. Con este valor
de longitud de onda, se realiz6 la curva de calibracion, la cual se muestra en el
anexo 1.

Como dato adicional, se midié el pH de todos los sistemas, con el fin de entender
posibles procesos de ionizacion de los componentes de la formulacion. Los
resultados fueron analizados usando el software Graph Pad Prism 5.

2.4.4.1 Efecto del tipo, el peso molecular, y la concentracién de polimero

Para evaluar el efecto del tipo de polimero, se usaron PCL y PVA por separado en
cada formulacion. Estos se diferencian en que uno tiene una cadena alquilica de
seis carbonos en su monomero, mientras que el otro tiene dos, respectivamente.
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Ademas, el PCL presenta un grupo éster susceptible a hidrolisis, mientras que el
PVA tiene un grupo hidroxilo estable.

El efecto del peso (o el numero) molecular, Mw 0 Mn respectivamente, se estudio
mediante la utilizaciébn de tres diferentes valores de este pardmetro para cada
polimero, los cuales pueden observarse en la seccion de materiales.

Para analizar la influencia de la concentracion de polimero, se utilizaron el valor
maximo Yy el valor minimo que se proponen en la tabla 1. Estos corresponden al
0,2% y 0,5% de polimero en gramos, con respecto al volumen usado del solvente
(25 mL en este caso). Por lo tanto, las cantidades a utilizar corresponden a 50 mg y
125 mg respectivamente para cada polimero, como se observa en la tabla 2.

En total se evaluaron 12 sistemas, como se observa en la tabla 4:

Tabla 4. Sistemas desarrollados en el proyecto.

Sistema |Polimero| Mw o Mn (Da) |Cantidad en la formulaciéon (mg)
1 PCL 10000 50
2 PCL 10000 125
3 PCL 45000 50
4 PCL 45000 125
5 PCL 80000 50
6 PCL 80000 125
7 PVA 31000 - 50000 50
8 PVA 31000 - 50000 125
9 PVA 85000 -124000 50
10 PVA 85000 -124000 125
11 PVA 146000 - 186000 50
12 PVA 146000 - 186000 125

Todos estos sistemas fueron caracterizados.

2.4.4.2 Efecto del tiempo en la estabilidad de las nanocapsulas

Para encontrar la influencia del tiempo, los 12 sistemas anteriores fueron
caracterizados en los dias 0 (dia en que se sintetizaron), 1, 2y 3.
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2.5 RESULTADOS Y DISCUSION

2.5.1 Obtencion de nanocapsulas mediante el método de Nanoprecipitacion

Como se menciond anteriormente en la metodologia, las nanoparticulas se forman
al adicionar la fase organica en la acuosa. El cambio en la apariencia de la fase
acuosa, se muestra en la figura 11.

Figura 11. Cambio en la apariencia de la fase acuosa a) antes de la adicion de la

fase organica y b) después de la adicion de la fase organica.

El cambio en el aspecto del sistema, se debe a la formacién de las nanocapsulas,
las cuales son consideradas particulas que se encuentran en un rango coloidal de
tamafio (entre 1 nmy 1 ym). Por lo tanto, el medio se torna opalescente por el efecto
Tyndall, en el cual dichas particulas dispersan la luz al tener un diametro mayor que
el que tendrian si estuvieran en una solucién homogénea.

2.5.2 Concentracion y purificacién de las nanocapsulas

La suspension fue rotaevaporada hasta llevarse a un volumen menor de 40 mL,
para asegurar la completa eliminacion del solvente organico. Esto debido a que el
volumen total del sistema era de aproximadamente 75 mL (25 mL de fase organica
y 50 mL de fase acuosa). También se tuvo en cuenta que desapareciera
completamente el olor a acetona.



2.5.3 Caracterizacion de las nanocapsulas

Los resultados de la caracterizacion se muestran en las gréficas 2y 3.
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Grafica 2. Caracterizacion de las nanoparticulas de PCL. a) Diametro

hidrodindmico, b) Dispersidad, c) Potencial Zeta y d) Eficiencia de Encapsulacion.
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Gréfica 3. Caracterizacion de las nanoparticulas de PVA. a) Diametro

hidrodinamico, b) Dispersidad, c) Potencial Zeta y d) Eficiencia de Encapsulacion.
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De manera general, se observaron funciones de correlacion inicialmente cercanas
a 1 entodos los casos. EI PCL present6 diametros hidrodindmicos en un rango entre
aproximadamente 250 nm y 450 nm, mientras que para el PVA, Dy oscila entre 150
nm y 200 nm. Ambos rangos son coherentes con los presentados en la literatura
para el método de Nanoprecipitacion, y el comportamiento es monomodal (Mora-
Huertas et al., 2010). En la gréfica 4, se muestran ejemplos de tamafios de particula
para ambos polimeros, para observar que se distribuyen principalmente como una
sola poblacion.

a) b)

W s e e P :
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Intensity (Percent)

01 1 10 100 1000 10000 01 1 10 100 1000 10000
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Grafica 4. Distribucién de tamafios de particula para nanocapsulas
de a) PCL y b) PVA.

Sin embargo, se encuentra una diferencia del orden de 100 nm. Esta puede deberse
a que el PVA tiene un monémero mas polar que el PCL, por la cadena alquilica mas
pequefia, razén por la que posee la capacidad de disolverse mas facil en un medio
acuoso. En este orden de ideas, cuando la fase organica que contiene PVA entra
en contacto con la acuosa, el polimero tiene interacciones mas favorables con el
medio que el PCL. Asi, el desplazamiento del solvente (efecto Gibbs-Marangoni) es
mas efectivo, pues el sistema se encuentra mas homogéneo. Como consecuencia,
las nanocapsulas que se forman son mas pequefas, ya que no se da tiempo para
que el polimero se agregue.

La dispersidad de los tamafos del PCL llega a mantenerse constante, con valores
que oscilan entre 0,2 y 0,4. Esto indica una buena homogeneidad en el Dx. Sin
embargo, para el PVA se encuentran dispersidades mas altas, casi del orden de
0,8. Se debe tener en cuenta que el PVA es un polimero que se obtiene a partir de
la hidrolisis de un polimero precursor, correspondiente al acetato de polivinilo (ver
reaccion en la figura 12) (Helvenston & Stewart, 1970).
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Figura 12. Reaccion de hidrolisis del Polivinil acetato para producir Polivinil alcohol.

La anterior reaccion no es homogénea en todos los monémeros del polimero
precursor, y por lo tanto, se generan fragmentos de distintos pesos moleculares
para el PVA. Es por esta razén que el mismo es comercializado con un rango de
pesos moleculares, mas no con un valor especifico (ver seccion 2.4.1,
correspondiente a los materiales). Dicha dispersidad en los tamafios de los
fragmentos del polimero, se traduce en dispersidad en el diametro hidrodinamico de
las nanoparticulas que forma.

Los valores de potencial zeta para ambos polimeros se encuentran entre -30 mV y
-50 mV. Por lo tanto, todos los sistemas se consideran termodinamicamente
estables. El valor negativo para las nanoparticulas de PCL, puede atribuirse
principalmente a la formacion de grupos acidos carboxilicos ionizables, producto de
la hidrolisis de los mondémeros, como se observa en la figura 13. Dicha reaccién
genera moléculas de &cido hexandico, que tienen un pKa de 4,88. Como el polimero
rodea la nanocapsula, la superficie se carga negativamente a valores de pH por
encima del pKa. El pH oscil6 entre 5,9 y 7,0 para la mayoria de los sistemas, desde
el dia O en adelante (ver anexo 2).

o] 0
£ oHO ( [
‘F(CHz)s H o ) ? \ (CH2)s OH + HO

n

Figura 13. Reaccion de hidrolisis del PCL.

Sin embargo, llama la atencion que los sistemas con PVA, el cual tiene un grupo
hidroxilo no ionizable, presenten de igual manera valores de potencial zeta
negativos, cuando se esperaria que fueran neutros. Se sugirié entonces que otros
componentes de la formulacién, como el Poloxamero 188, o el Miglyol, podrian estar
polarizando la superficie. Para comprobarlo, se realizaron mezclas binarias entre
cada una de estas materias primas por individual, y agua. Posteriormente, se
hicieron medidas de potencial zeta por triplicado para cada mezcla, y el promedio
de estos valores se muestra en la tabla 5.
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Tabla 5. Valores de potencial zeta en agua para cada componente de la

formulacion.
Mezcla binaria Potencial Zeta (mV)
Agua - PVA 4,57
Agua - Poloxamero 188 -11,6
Agua - Miglyol -18,9

Efectivamente, el PVA genera un valor casi neutro de carga superficial, tal y como
se esperaba. El potencial zeta negativo se debe tanto al estabilizante, como al
aceite. El Poloxdmero 188 es un surfactante neutro, pero que suele generar cargas
negativas en las superficies (Hassanzadeh, Feng, Pettersson, & Hakkarainen,
2015). Esto puede deberse a impurezas que provienen de su ruta sintética, en la
cual se utilizan medios fuertemente basicos para polimerizar el 6xido de etileno.

Por su parte, el Miglyol esta compuesto de un triglicérido proveniente de la
esterificacién entre glicerol, y los acidos grasos octandico y decandico, los cuales
tienen valores de pKa correspondientes a 4,85 y 4,9, respectivamente (Moffat,
1968). Dicho material tiene la capacidad de hidrolizarse, para formar sus respectivos
componentes, como se observa en la figura 14.

(@] o) ﬁ (ﬁ
Il I
H19C9—C—o/\/\o—C—C7H15 HJQCQ_C_“OH + 2 |—|,o‘d—(;—c,74|.|15
e} + 3H20 Acido Decanodico Acido Octandico

| + HO/\(\OH

OH
Glicerol

Figura 14. Reaccion de hidrolisis del triglicérido componente del Miglyol.

Como se nombré anteriormente, las medidas de pH realizadas tuvieron valores que
oscilaron entre 5,9 y 7,0 principalmente. De esta manera, parte del Miglyol que no
se encapsula puede ubicarse en la superficie de las nanocapsulas, con su estructura
apolar interaccionando con las cadenas alquilicas del polimero, mientras que los
grupos ester se acomodan hacia el medio acuoso. Esta orientacion espacial facilita
la reaccion de hidrolisis, generando los respectivos acidos carboxilicos en un medio
con pH mayor a sus pKa, lo cual promueve la ionizacion de los mismos, produciendo
grupos carboxilatos aniénicos. Asi pueden explicarse las medidas de potencial zeta
con valores negativos.
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Las eficiencias de encapsulacion oscilan entre 96 y 99% para ambos polimeros. Los
patrones de liberacibn se ven mas afectados por el peso molecular, la
concentracion, y el tiempo, que por los tipos de polimero. Por esta razén, son
discutidos en los apartados posteriores.

2.5.3.1 Efecto de la concentracion de polimero

Como se discutio en el apartado anterior, el PCL genera diametros hidrodinamicos
mas grandes que el PVA, posiblemente por una menor solubilidad en medio acuoso,
la cual no permite un correcto desplazamiento de solvente. Este efecto se ve
incrementado con la concentracion de 0,5%, como se observa en la gréafica 1 a),
pues el medio se encuentra més saturado. Dicha tendencia no se presenta para el
caso del PVA.

Sin embargo, estas concentraciones altas generan dispersidades menores en los
tamafios de las nanoparticulas formuladas con PCL. Aunque la migracién del
solvente se ve disminuida y por eso se generan particulas mas grandes, son menos
los movimientos aleatorios de las moléculas de polimero. Por esta razon, pueden
organizarse con un patréon definido que produce menor numero de poblaciones de
nanocapsulas con diferentes tamafios de particulas. En el caso del PVA, no se
observan tendencias de dispersion dependientes de la concentracion del mismo,
debido a que este parametro varia por su ruta sintética, como se explicé en el
apartado anterior.

El PCL tiene valores de potencial zeta negativos debido a la hidrolisis del polimero.
Concentraciones bajas de polimero se hidrolizan més réapido, pues representan un
menor nimero de moléculas para reaccionar. Esto hace que se alcancen valores
un poco mas negativos de carga superficial con concentraciones equivalentes al
0,2%, aunque no es una tendencia que se presente de manera muy significativa.
Por su parte, el PVA presenta los mismos comportamientos con concentraciones
bajas, aunque de una manera mas marcada. Se sugiere que, debido al rapido
desplazamiento de solvente en estos sistemas, aunque se generan nanocapsulas
pequefias, no se alcanza a encapsular toda la cantidad de aceite. Una posible
prueba de esta hipétesis se muestra en la figura 15, en la cual se observan goticulas
de aceite en la superficie de la suspension de nanoparticulas a base de PVA.
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Figura 15. Nanosistema a base de PVA al 0,2% y Mw = 85000 - 124000.

El remanente de aceite afuera de las nanocépsulas, tiende a generar valores de
potencial zeta negativos.

En cuanto a la eficiencia de encapsulacion en los nanosistemas de PCL, se observa
una tendencia de menores porcentajes de quercetina dentro de las nanocapsulas
para las concentraciones mas altas de polimero. Este patron es inversamente
proporcional a los didmetros hidrodinamicos, pues estos son mayores para la
concentracion de 0,5%. Los tamafios mas grandes, se relacionan con un mayor
espacio para la liberacion del farmaco. Ademas, como se discutio anteriormente, los
sistemas con porcentaje de polimero igual a 0,2%, se hidrolizan mas rapido,
generando un sistema de membrana ionizado que impide la permeacién del activo.
En el caso del PVA, no se observaron cambios muy significativos en el porcentaje
de encapsulacion.

2.5.3.2 Efecto del peso molecular del polimero

Los cambios en los tamafos para los nanosistemas a base de PCL, muestran estar
mas en funcién de la concentracion que del peso molecular. Sin embargo, se
observa que los mayores Dx se presentan a mayores pesos moleculares, pues las
cadenas grandes de polimero impiden en mayor proporcién el desplazamiento de
solvente, con respecto a las cadenas pequefias. Esto debido a la menor solubilidad
y a la disminucién en los movimientos aleatorios del polimero. Dicha tendencia no
se presenta para el caso del PVA.

La dispersidad de los tamafos de los sistemas, aparentemente no se ve afectada
por el peso molecular. Para las nanoparticulas de PCL se observan en todos los
casos las mismas tendencias. Por su parte, para el PVA las dispersidades son
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aleatorias, en funcidn principalmente de la polidispersidad del propio polimero,
como se discutié anteriormente.

Los valores de carga superficial tampoco demuestran verse afectados por el cambio
de peso molecular, ni en el caso de las nanocapsulas de PCL, ni de las
nanocapsulas de PVA.

Por su parte, el aumento del peso molecular aumenta el patrén de liberacion de la
guercetina para el caso de ambos polimeros. Esto quiere decir que disminuye la
eficiencia de encapsulacion. En el caso del PCL, el Mn de 10000 Da presenta
tamafos mas pequefios, y por lo tanto, menor espacio de liberacion. En cambio, el
sistema con Mn de 80000 Da libera mayor cantidad por el tamafio. Sin embargo, el
cambio significativo en la eficiencia de liberacion se observa después del dia 2. Para
explicar esto, se sugiere que después de este tiempo, el sistema hidrolizado
empieza a hincharse por las interacciones favorables con el agua, permitiendo la
permeacion de manera mas facil. Esta hipotesis también podria explicar la leve
tendencia a aumentar el diametro hidrodinamico en este sistema.

Para el caso del PVA, el Unico parametro que puede explicar el mayor patrén de
liberacion a pesos moleculares mas grandes, es que cuando los valores de Mw van
de 146000 hasta 186000, hay una dispersidad muy marcada. La variacion tan
significativa en los tamafios de particula, se traduce en variaciéon en el espacio
efectivo que tiene el farmaco para liberarse.

2.5.3.3 Efecto del tiempo en la estabilidad de las nanocépsulas

De manera general, los parametros de tamafio y potencial zeta son estables con el
paso de los dias. Esto se debe a que particulas cargadas presentan inestabilidad
cinética al repelerse entre ellas, haciendo que las mismas no tiendan a agregarse.

La dispersidad es estable en el caso del PCL, pero no para PVA, pues este
parametro depende de la polidispersidad propia del polimero, como fue discutido
anteriormente.

La eficiencia de encapsulacién varia conforme pasan los dias para la mayoria de
los sistemas, pero esto ocurre en funcidon del peso molecular y la concentracion de
ambos polimeros, como fue explicado anteriormente.
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2.6 CONCLUSIONES

Se llevo a cabo el desarrollo de nanocapsulas de quercetina, con dos diferentes
polimeros (PVA y PCL), mediante el método de Nanoprecipitacion. Esto se
comprobd con las medidas de didmetro hidrodinamico, las cuales siempre
estuvieron en un rango coloidal, oscilando entre 100 y 500 nm. Ademas, se aseguré
la estabilidad del sistema, al encontrar valores de potencial menores a -30 mV para
todos los casos, durante mas de 3 dias, impidiendo asi la agregacion de las
nanoparticulas. Adicionalmente, se encontrd que todos los sistemas son capaces
de encapsular el farmaco quercetina, con eficiencias iniciales de aproximadamente
98%.

Los tamafios de los nanosistemas de PCL dependen tanto de la concentracion
utilizada del mismo, como de su numero molecular, encontrando didmetros
hidrodindmicos mas grandes a mayores proporciones y pesos moleculares. Estos
Dn son mayores que los de PVA, polimero que presenta tamafios que no estan en
funcién de la concentracién, ni del peso molecular, sino de la solubilidad en el medio
acuoso.

Se encontré que la dispersidad de los tamafios en los nanosistemas de PCL,
dependen de la concentracion, mas no del peso molecular. Para el caso del PVA,
la dispersidad no puede ser controlada, pues es un factor intrinseco a la
polidispersidad propia del polimero.

Adicionalmente, se explicé el valor de potencial zeta negativo para todos los
nanosistemas, en funcién de la hidrolisis del triglicérido componente del aceite, la
hidrolisis del polimero PCL (para su respectivo caso), y la ruta sintética del
estabilizante Poloxdmero 188. Se pudo analizar que las concentraciones bajas de
polimero, generan potenciales zeta mas negativos que las proporciones altas.

Por ultimo, los polimeros de alto peso molecular, tienen mayores patrones de
liberacién que los de bajo peso, los cuales encapsulan el farmaco por mas tiempo.
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2.7 RECOMENDACIONES

En primera medida, se recomienda llevar a cabo ensayos de permeabilidad de las
nanocapsulas en matrices no biolégicas, ya sea con celdas de Franz o con otro tipo
de instrumentacion especializada. Esto con el fin de complementar los estudios y
encontrar las nanocapsulas con mejores propiedades.

Basandose en que el objetivo primordial del estudio era generar unas nanocapsulas
con la capacidad de mejorar la permeabilidad de la quercetina, se recomienda
utilizar polimeros de alto peso molecular para los ensayos biologicos. Esto debido
a que, al igual que los otros sistemas, presentan tamafios en la escala nanomeétrica,
y potenciales zeta muy negativos que demuestran estabilidad. Sin embargo, con un
peso molecular elevado se encontraron mejores patrones de liberacion.

Se recomienda hacer estudios de microscopia electronica de barrido (SEM por sus
siglas en inglés, Scanning Electron Microscope), o de microscopia de transmision
electronica (TEM por sus siglas en inglés, Transmission Electron Microscopy), para
comprobar la morfologia esférica de las nanocapsulas.

Por ultimo, para complementar los estudios fisicoquimicos, se pueden hacer
nanocapsulas con todos los componentes de la formulacion, exceptuando el
farmaco. Asi se puede observar si hay o no patrones en el tamafio y el potencial
zeta de los sistemas, que se deban a la presencia de la quercetina en la superficie
o en el interior de los mismos. Esto seria un inicio para la caracterizacion del tipo de
interacciéon farmaco-nanocapsula.
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4. ANEXOS

Absorbancia| Concentracion (ppm)
0,057 1
0,153 2,5
0,385 5
0,553 7,5
0,746 10

Curva de Calibracion de Quercetina

0.8 9

Absorbancia
o
N
[

R square = 0.9975

Y =0.07736*X - 0.02346

0.0 T T T T 1
0 2 4 6 8 10

Concentracion (ppm)

Anexo 1. Datos para la curva de calibracién de Quercetina.
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. . Mw o Mn | Concentracion | pH pH pH pH
Sistema | Polimero | ™ ) %) dia0 | dial | dia2 | dia3
1 PCL 10000 0,2 7,08 6,4 6,1 5,9
2 PCL 10000 0,5 6,08 | 6,11 6,2 | 5,96
3 PCL 45000 0,2 6,3 6,19 6,2 | 6,23
4 PCL 45000 0,5 6,1 6,18 | 6,37 | 6,24
5 PCL 80000 0,2 6,43 | 6,38 59 | 5,89
6 PCL 80000 0,5 6,15 | 6,39 | 6,51 | 6,46
31000 -
7 PVA 50000 0,2 6,94 6,5 599 | 5,88
31000 -
8 PVA 50000 0,5 754 | 7,01 6,71 7,2
85000 -
9 PVA 124000 0,2 6,8 6,3 592 | 5,7
85000 -
10 PVA 124000 0,5 6,63 | 6,61 | 6,62 | 6,83
146000 -
11 PVA 186000 0,2 6,83 | 591 5,9 55
146000 -
12 PVA 186000 0,5 6,64 | 6,52 | 6,47 | 6,75

Anexo 2. Datos de pH para los nanosistemas desarrollados.

46




