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RESUMEN

En este trabajo se estudio el efecto parasiticida de ciclopirox olamina dispensado desde
microcapsulas de poli (D,L y L-lactida) (polimeros biodegradables y biocompatibles
ampliamente usados en el campo biomédico) en ensayos in vitro sobre la viabilidad del
parasito Leishmania braziliensis, el cual es causante de la enfermedad Leishmaniasis,
especificamente la manifestacion Leishmaniasis cutanea, que en Venezuela representa
el cuadro clinico mas abundante sobre la poblacién que padece esta enfermedad, que
es catalogada como endémica, y cuyo parasito es el principal causante con respecto a
las otras especies que generan la leishmaniasis cutdnea. Debido a la ineficacia de los
tratamientos empleados para esta enfermedad, los cuales son altamente toxicos,
costosos y traumaticos, se realizé este estudio como paso preliminar para reemplazar a
futuro la gran cantidad de dosificaciones dolorosas que reciben los pacientes, por

dispositivos de liberacion controlada biocompatibles, efectivos e indoloros

Para la construccion de estos dispositivos, se sintetizaron dos homopolimeros de poli (D,
L-lactida y L-lactida) a partir de D, L-lactida y L-lactida por el método de polimerizacion
por apertura de anillo (ROP, por sus siglas en inglés). Mediante la caracterizacion por
Resonancia Magnética Nuclear, se hallaron tacticidades diferentes que permitieron
comprender el arreglo cristalino de ambos, y cdmo esto afecté de manera significativa la

construccion y comportamiento en solucion de los dispositivos de liberacién controlada.

Para la elaboracién de las microcapsulas, se emple6 el método de emulsién simple por
evaporacion de solvente para generar microesferas sin farmaco, las cuales serian
expuestas a condiciones cercanas a las fisiolégicas humanas para estudiar su cambio
morfolégico por degradacion hidrolitica, encontrandose que poli (D,L- lactida) se
degrad6 mas rapido que poli (L-lactida); y el método de doble emulsién por evaporaciéon

de solvente se empleo para encapsular ciclopirox olamina.



Luego, se procedid a evaluar los perfiles de liberacion controlada del farmaco en
solucién buffer de fosfato a 37°C y en medio de cultivo LIT a 29°C. Por dltimo, se evalud
el efecto parasiticida de ciclopirox olamina dispensado desde las microcapsulas sobre
la viabilidad de los parésitos L. braziliensis mediante una curva de crecimiento. Este
altimo ensayo, mostré que los dispositivos liberaron controladamente el medicamento,
garantizando un efecto parasiticida constante con respecto al efecto del medicamento
aplicado directamente. Se comprobd, en efecto, que este desarrollo biotecnolbgico es
viable para comenzar a evaluar su comportamiento sobre sistemas in vivo y su

aplicacion farmacoldgica.

Palabras claves: Polilactida, Ciclopirox, microcapsulas, liberacibn controlada,

Leishmaniasis.
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INTRODUCCION

Durante mas de dos décadas el suministro de agentes bioactivos, los cuales cumplen
funciones en el cuerpo para promover la buena salud y que la mayoria se extraen de
plantas y ciertos alimentos, se han mejorado con el uso de materiales poliméricos
biodegradables, que han traido considerable atencién a los investigadores en toda la
comunidad cientifica; quimicos de polimeros, ingenieros quimicos, farmacéuticos y
entomologos estan entre los que tratan de disefar sistemas de liberacién controlada de

agentes bioactivos que van de insulina a rodenticidas!”.

Debido a que la degradaciéon de estos polimeros es por hidrolisis formando el
mondmero de partida que es biocompatible, y que por vias metabdlicas se desechan
los productos de descomposicion | la tendencia en la tecnologia de administracién de
farmacos se ha orientado hacia el uso de materiales biodegradables que no requieren
la extirpacion quirargica una vez que el suministro de medicamentos se agota, evitando
costo y trauma al paciente 1. Uno de los materiales mas utilizados es el poliacido
lactico, el cual cuenta con amplias aplicaciones en campos biomédicos, incluyendo la
sutura, material de fijacion de hueso, microesferas de administracion de farmacos, y en

ingenieria de tejidos 2.

El poliacido lactico (PLA) es un polimero biodegradable que se ha estudiado
extensamente durante los dltimos 15 afios, el cual se obtiene a partir de la
polimerizacién del &cido lactico ! o el dimero ciclico lactida. EI PLA puede ser
sintetizado por dos mecanismos de reaccion: Polimerizacion por apertura de anillo
(ROP, en inglés) del intermediario lactida o por policondensacion. Hoy en dia, ROP es
el método mas usado, implementado en una larga escala de produccion por la

compafiia Cargill Dow LLC en los Estados Unidos de Norte América. Este es un
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proceso efectivo y complejo que requiere de pasos rigurosos de purificacion de la
lactida. EI método mas reciente permite obtener PLA a partir del monomero, acido
lactico. Sin embargo, para producir polimeros de alto peso molecular es necesario
asegurarse de que el agua formada sea removida . Es por ello, que deben emplearse
métodos mas eficientes para la sintesis de este polimero a partir de acido lactico. Por lo
tanto, el método ROP es més apropiado, a pesar de su costo, y hace que la formacion
del polimero sea mas factible, ya que se evita la formacion de agua que impide que el

producto tenga un alto peso molecular.

Este polimero ha mostrado gran versatilidad como agente de liberacion de farmaco, lo
que favorece su uso en el tratamiento de enfermedades que requieren de métodos
terapéuticos que son incbmodos para el paciente, de alta toxicidad y a veces inefectivos
sobre la zona afectada. En el caso de enfermedades tropicales como la Leishmaniasis
(la cual fue de interés para este trabajo), es un recurso factible implementar un polimero
biodegradable con liberacién controlada del medicamento para que el tratamiento sea
mas especifico sobre las lesiones y genere menos traumas médicos, asegurando

también una dosificacidon continua.

La Leishmaniasis es causada por un parasito diminuto de nombre Protozoo Leishmania
Bl La Leishmaniasis tegumentaria es una enfermedad polimorfa de la piel y de las
membranas mucosas. Comienza con una papula que se agranda y tipicamente se
transforma en JUlcera indolora. Las lesiones pueden ser Unicas o mudltiples v,
ocasionalmente, no ulceradas y difusas. Pueden cicatrizar espontaneamente en término
de semanas o0 meses o persistir durante un afio o mas. Es poco probable que un solo
medicamento sea efectivo para todas las formas clinicas de la Leishmaniasis. Para
seleccionar el tratamiento hay que considerar: La farmacocinética variable del

medicamento en las formas visceral y cutanea, la variacion intrinseca en la sensibilidad
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de las mas de 20 especies que infectan a humanos y la resistencia adquirida a los

antimoniales.

En este proyecto se usa el farmaco Ciclopirox, el cual es un antifungico clinicamente
aprobado, como alternativa para nuevos tratamientos de la leishmaniasis. El efecto
parasiticida de este farmaco (el cual ha sido comprobado en proyectos anteriores ! se
evalla sobre la viabilidad de Leishmania braziliensis, debido a que este parésito es el
causante principal de Leishmaniasis cutanea, con respecto a las demas especies que
causan esta manifestacién en particular, y porque esta enfermedad representa la forma
clinica mas frecuente en nuestro pais, es por ello el interés particular de evaluar nuevas

vias de tratamiento con este medicamento sobre esta especie.

Debido a la intencion de mejorar la forma en la cual se suministra el tratamiento de la
leishmaniasis, empleando dispositivos de liberacién controlada, se requiere sintetizar
polilactida partiendo de lactida como mondémero por el método ROP por su ya
mencionada efectividad como método de sintesis y obtencion del mismo. Una vez
obtenido el polimero, se generan microcapsulas con farmaco por el método de doble
emulsion por evaporacion de solvente, cuyo perfil de liberacion y efecto parasiticida es
estudiado mediante ensayos in vitro, para asi encontrar un vehiculo adecuado de
dosificacion controlada que cure la enfermedad, no genere efectos tdxicos, genere

bajos costos y evite traumas médicos en los pacientes.
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Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 Leishmaniasis

La Leishmaniasis (0 Leishmaniosis) es una enfermedad zoonética, es decir, que
proviene de animales que estan enfermos y es transmitida al hombre por contagio
directo con el animal, a través de algun fluido corporal como orina o saliva, o0 mediante
la presencia de algun intermediario como pueden ser los mosquitos u otros insectos '),
razon por la cual, la leishmaniasis es también una enfermedad antropondtica. Las
manifestaciones clinicas de la enfermedad van desde Ulceras cutaneas que cicatrizan
espontaneamente, hasta formas fatales en las cuales se presenta inflamacién grave del

higado y del bazo .

La transmisién de la Leishmaniasis se realiza a través de insectos muy pequefios del
género phlebotomus (insectos chupadores de sangre), siendo la hembra la Gnica que
interviene, ya que el macho no es hematéfago ®l. En Colombia, en ciertas regiones,
este tipo de insectos es mas conocido como palomilla. En las zonas tropicales de

Ecuador se lo conoce como "arenillas" I}, y en Venezuela se le llama puri-puri .

I1.L1.1 Manifestaciones de esta enfermedad en el ser humano

Realmente la Leishmaniasis representa un conjunto de enfermedades producidas por
diferentes especies del parasito Leishmania, las cuales divididas desde el punto de
vista médico se pueden definir como leishmaniasis superficiales que afectan

principalmente piel y mucosas, y Leishmaniasis profundas que dafian 6rganos internos
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(higado, bazo, médula 6sea), ésta ultima también conocida como kala-azar la cual si no
es tratada a tiempo puede causar la muerte %,

Se han descrito tres tipos de leishmaniasis: leishmaniasis cutanea, transmitida por
especies como Leishmania (L.) major (figura 1A), Leishmania (L.) mexicana,
Leishmania (V.) braziliensis (figura 1B) y Leishmania (V.) panamensis; leishmaniasis
mucocutanea, transmitida por especies como L. (V.) braziliensis y L (V.) panamensis; y
leishmaniasis visceral o kala-azar, transmitida por especies como Leishmania (L.)
infantum (figura 1C) y Leishmania (L.) donovani (figura 1D). Cada una de estas
manifestaciones de la enfermedad tiene diferentes inmunopatologias, asi como grados

de morbilidad y mortalidad **.

Figura 1. A) Leishmania (L.)major[lzl. B) Leishmania (V.) braziliensis (3] C)Leishmania (L.) infantum™, D)

Leishmania (L.) donovani (promastigote) (14

Las Leishmaniasis se pueden dividir en tres grupos %

e Leishmaniasis Cutanea (LC): Se presenta en forma de nédulos en la superficie

de la piel donde fue inoculado el parasito.
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Figura 2. Leishmaniasis cutanea 1]

e Leishmaniasis Mucocutanea (LMC): Se presenta con ulceracion y erosion del

tejido blando y cartilago en el &rea afectada.

Figura 3. Leishmaniasis mucocutanea™®.

e Leishmaniasis Visceral (LV): Se presenta con invasion de 6rganos internos por

parte del parasito.
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]

. . o 17
Figura 4. Leishmaniasis visceral o,

I1.1.2 Proceso de transmision

La Leishmania spp. incluye un conjunto de parasitos protozoarios. Se trata de
organismos esféricos u ovales, con un solo nucleo en el citoplasma y un tamafio
aproximado de 1,5-2,5 x 3-6 micras. Son parasitos intracelulares obligados (dependen
estrictamente del hospedador para llevar a cabo todos los ciclos vitales) de muchos
mamiferos, se alimentan por difusion del contenido del citoplasma de la célula

hospedadora y se reproducen por fision binaria 9,

En la transmision de la Leishmaniasis participan mosquitos hemato6fagos donde al

menos 70 especies conocidas son capaces de transmitir la enfermedad 7.

Su ciclo vital (figura 5) comienza cuando la hembra de la mosca de la arena (mosquito),
gue actia como vector, inocula la forma infectiva del parasito (promastigote metaciclico,
figura 6A) al picar a un animal mamifero. Dentro de los macréfagos (células del sistema
inmunitario) del mamifero infectado, el parasito se transforma en amastigote (de

morfologia redondeada u ovalada, sin flagelo, figura 6B), se multiplica activamente, se
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libera por lisis del macréfago (ruptura de la membrana celular) e infecta nuevos
macréfagos. El ciclo continla cuando un nuevo mosquito pica al animal infectado; en el
tubo digestivo del mosquito el parasito se transforma en promastigote (de morfologia
alargada y con un flagelo apical), se multiplica activamente y, tras un periodo de 6 a 8
dias, migra hacia la faringe y la cabeza del mosquito, donde se transforma en la forma
infectiva (promastigote metaciclico) cerrandose el ciclo 8.

Los mosquitos anatomicamente se describen de térax arqueado, alas lanceoladas,
cuerpo piloso, patas largas y delicadas, abdomen largo y tubular. Estos insectos son

pequefios, miden entre 1,5 a 3 mm, son de color amarillento y ojos oscuros (figura 7)
[21]

Estados en el vector Estados en el humanao

€ E! vectortoma una
porcidn de sangre

{inyecta los promastigotes © Los oromastigotes son
dentro de la pigl) fagocitizados por los
9 macrifagos

Se dividen y migran hacia la
faringe del vector f I

W

Los amastigotes se transforman en el
estado promastigote dentro del intestino

Los promastigotes ge transforman en
amastigotes dentro de los macrofagos

Los amastigotes =& multiplican e infectan
a otros macrifagos por ruptura de la
membrana celular

eﬂigestidn de células

parasitarias O =& vectortoma una parcién de
. . sangre (ingiere los macrafagos
A\ = Estado infectivo infectados con amastigotes)

A= Estado diagnéstico

Figura 5. Ciclo de transmision de la Leishmaniasis.
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Antenor Antenor
/ \ o

Cuerpo bassl

Cinetoplasto
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e POStOrOr Posterior

Promastigote Amastigote E

Figura 6. Etapas de desarrollo del parasito Leishmania.

Figura 7. Fleb6tomo transmisor del parasito Leishmania.

I11.L1.3 La Leishmaniasis en Venezuela

En Venezuela la enfermedad la comprobaron por primera vez ITURBE y GONZALEZ
(1917) y posteriormente la estudiaron TEJERA (1917) PIFANO (1941), SANCHEZ
COVIZA y GUERRERO (1940) JAFFE (1944) y otros .
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Venezuela presenta una alta ocurrencia de parasitosis tropicales. Mas aun, en
Venezuela la leishmaniasis es un serio problema de salud publica; asi, durante el
periodo 1970 — 2004 se ha observado un incremento continuo inter-anual de nuevos
casos 2. Entre 1955 y 2002, el Ministerio de Salud registré cerca de 5°.000 casos de
leishmaniasis cutdnea y mas de dos mil casos de leishmaniasis visceral ™.Las
manifestaciones mas frecuentes son la Leishmaniasis cutanea y la mucocutanea. La
incidencia de Leishmaniasis cutdnea es de 10 casos por cada 100.000 habitantes; la
leishmaniasis cutanea localizada representa el 98,8% de los casos positivos, con la
apariciéon de una sola lesion en 69% de ellos. La Leishmaniasis visceral es menos
frecuente en Venezuela; sin embargo, se han identificado casos en las zonas rurales y
en los terrenos aluvionales por debajo de 7 metros del nivel del mar ?Y.Los vectores
mas frecuentes observados para esta fecha fueron Lutzomyia (Lu.) ovallesi, Lu. gomezi
y Lu. panamensis. Tanto Leishmania (L.) chagasi como L. infantum fueron identificados
como agentes causales de leishmaniasis visceral, que utilizaron como vectores Lu.
longipalpis y Lu. evansi y como reservorio, perros. Por otra parte, los agentes causales
de leishmaniasis cutanea en el pais fueron L. mexicana y L. braziliensis, y su principal
reservorio, varias especies de ratones salvajes. Las estadisticas mas actuales de casos
de muerte por leishmaniasis en Venezuela son del afio 2006. Cifras ofrecidas por el
Ministerio del Poder Popular para la Salud, Instituto de Biomedicina, departamento de
Informatica, reflejaron una tasa de casos de leishmaniasis de 9,97 por cada 100.000
habitantes. Durante ese afio, la enfermedad se encontraba distribuida a lo largo de todo
el territorio nacional, con mas frecuencia en regiones montafiosas: Los Andes y la

Serrania de la Costa Y,

El Instituto de Biomedicina en su area de atencion al paciente, atiende casos a nivel
nacional. Los datos recolectados por su Departamento de Informatica indican que el

numero total de casos a nivel nacional, en el afio 2004, fue de 2489. El sexo masculino

10
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es mas afectado que el femenino (60,7 % y 39,3%) y los casos se presentan a partir de
los 3 afios de edad !,

[1.1.4 Tratamiento para la Leishmaniasis

Desde 1940, los medicamentos tales como los derivados del antimonio pentavalente
Glucantime y Pentostam®, asi como las diaminas (por ejemplo, pentamidina) se utilizan
contra la leishmaniasis. Mas tarde, antifUngicos como la anfotericina-B (como
desoxicolato o en forma liposomal), ketoconazol, antibiéticos paromomicina y dapsona
se incorporaron, y mas recientemente, la miltefosina, el primer farmaco para uso oral en
la Leishmaniasis, fue aprobado para ser utilizado. Toxicidad hepética y renal es
exhibido por la mayoria de estos compuestos, y el costo del tratamiento por muchos de
ellos ha impulsado la busqueda de farmacos alternativos que cumplan las siguientes
condiciones: La administracion oral, menos efectos secundarios, menor toxicidad y

menor precio %,

A largo plazo, el tratamiento intravenoso con antimoniales produce efectos adversos
graves, como dolor en el sitio de inyeccion, arritmias cardiacas, erupciones, etc. A
menudo efectos secundarios conducen al abandono (parcial o total) del tratamiento por
parte del paciente, un escenario que favorece la seleccion de parasitos resistentes a las
drogas y el desarrollo de resistencia a los medicamentos #%. En el afio 2010 Serrano et
al. afirmaron que el glucantime era la droga que se usaba en el tratamiento de cualquier
tipo de Leishmaniasis en Venezuela, a pesar de producir graves efectos toxicos en los

pacientes que la recibian ™Y,

La anfotericina-B es un antibiotico de polieno que se administra como un desoxicolato

intravenosa y desde 1997 en liposomas (AmBisome®). La anfotericina-B es selectiva

frente a Leishmania. Sin embargo, su uso en regiones endémicas esta limitado por el

11
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costo del tratamiento, las dificultades de la administracién y de la toxicidad. Como una
alternativa de tratamiento de segunda linea, pentamidina y paromomicina se utilizan
desde 1987, y mas recientemente, la dapsona y ketoconazol se han introducido. La
pentamidina es un compuesto diamino con un espectro relativamente amplio y es eficaz
en la leishmaniasis visceral y la tripanosomiasis. Los ensayos clinicos de aminosidina
(paromomicina) estdn en curso, y el uso de este farmaco contra la leishmaniasis
visceral puede ser generalizado. La pentamidina y paromomicina son buenas
alternativas utilizadas para el tratamiento oral o topico en los casos de leishmaniasis

cutanea 2%

En 2002, la miltefosina fue aprobada como el primer farmaco activo por via oral contra
la leishmaniasis visceral en la India, y en 2005, se aprob6 para su uso contra la
leishmaniasis cutanea en Colombia. La Miltefosina no solo provoca vomitos y diarrea en
hasta un 60% de los pacientes; sino que también provoca aumentos reversibles de las

transaminasas y creatinina en sangre %,

Otro farmaco oral, sitamaquina, se encuentra actualmente en fase de desarrollo.
Desafortunadamente, la seleccion de clones resistentes a sitamaquina de Leishmania
(L.) donovani y los efectos adversos descritos en los ensayos clinicos de fase Il deben
estar considerado para una decision ulterior desarrollo .

En resumen, la farmacopea contra la Leishmaniasis casi consta de los mismos
medicamentos utilizados desde principios del siglo XX, a excepcion de la miltefosina.
Las drogas son altamente toxicas, algunos pacientes no responden al tratamiento o
presentan recaidas o el fracaso terapéutico, y los pacientes con leishmaniasis cutanea
difusa no responden a ningun tipo de quimioterapia. En la India, hay areas (por ejemplo,
Bihar), donde el 30-65% de los casos tratados por la leishmaniasis visceral son

resistentes a Glucantime, con la consiguiente aparicion de cepas de Leishmania

12
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donovani resistentes a los compuestos de antimonio ?%. A continuacién en la figura 8

se muestran las estructuras quimicas de algunos medicamentos mencionados:

3

I, KETOCONAZOL §

—CH
onmonan L | S o P

MILTEFOSINA o CH,3

H OH
CHy, HO —
O OH e
Ny | HN
'COOH HO. o N,
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OH . 2
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AMFOTERICINA B 0

* H,
HN IN“
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H, SITAMAQUINA

H,C

Figura 8. Medicamentos empleados en el tratamiento de la Leishmaniasis.

I[1.1.5 Ciclopirox olamina (CX)

Otro medicamento que se estd estudiando actualmente para emplearlo en el futuro
tratamiento de esta enfermedad es el ciclopirox olamina (nombre IUPAC 6-ciclohexil-1-
hidroxi-4-metil-2(1H)-piridona) (figura 9). Es un sélido blanco, de olor aminado irritante.
Soluble en agua, etanol, cloroformo, diclorometano y éter. Su valor de pH en solucion

acuosa al 1% es 8-9. Tiene un punto de fusién de 110-130 °C 2. Este medicamento es

13
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un agente antimicotico perteneciente al grupo de las hidroxipiridonas que posee un
mecanismo de accion Unico y complejo que proporciona un amplio espectro de accion
antimicrobiana, con actividad frente a dermatofitos, hongos levaduriformes, mohos y
algunas bacterias grampositivas (resisten la decoloracion y permanecen tefidas de

(23]

color azul oscuro-negro , tincibn de Gram) y gramnegativas (son répida y

completamente decoloradas ?®!), y un bajo potencial de desarrollo de resistencia
fungica. La eficacia y seguridad de este agente frente a infecciones por dermatofitos o

levaduras en adultos es ampliamente conocida .

CHg NH,
o HO

Prl O

Q

Figura 9. Estructura quimica de ciclopirox olamina.

El ciclopirox olamina comprende, ademas de su actividad fungicida, potencial

antibacterial y hasta antiinflamatorio [

Aunado a ello, este medicamento ha
demostrado también efecto parasiticida sobre una especie Leishmania: en la literatura
5] se reporta la inhibicion de enzimas que sintetizan aminoacidos especificos en L.
donovani en presencia de CX en solitario o asociado sinérgicamente a otras drogas. El
mecanismo de accion de CX es diferente al de otros farmacos antimicoticos topicos,
que generalmente actian a través de la inhibicion de ergosterol ?® (componente de las
membranas celulares de las plantas, que cumple la misma funcion que el colesterol
realiza en las células animales. La presencia de ergosterol en las membranas de las

células de las plantas, junto con su ausencia en las membranas de las células animales

14
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convierte a esta sustancia en un objetivo Util para las drogas antifangicas. El ergosterol
también esta presente en las membranas celulares de algunos protistas, como los
tripanosomas) ?®. La alta afinidad del ciclopirox por cationes metalicos trivalentes (Fe**
y AP, que da como resultado la inhibicién de las enzimas dependientes del metal
(cofactores de las enzimas) que son responsables de la degradacién de los peréxidos
dentro de la célula fungica, parece ser el principal determinante de su actividad
antimicrobiana. Este mecanismo Unico y multinivel de accidn, proporciona un potencial
muy bajo para el desarrollo de resistencia en hongos patdgenos, con casos de
resistencia raramente informados. Ciclopirox también muestra efectos antiinflamatorios
leves en modelos bioquimicos y farmacoldgicos; estos efectos también se muestran en

pequefios estudios clinicos 7.

El Cx presenta una eficiencia clinica en un rango de entre 77 y 91%, ademas de un alto
perfil de seguridad, visualizandose efectos secundarios indeseados de baja 0 moderada
intensidad en una pequefia tasa de ocurrencia que suelen desaparecer con la

suspensién de la aplicacion del producto

. En trabajos anteriores similares a este
proyecto, se demostré un efecto parasiticida del CX sobre L. braziliensis, se reporté un
ECso del medicamento de 29,73 uM (ECso, siglas correspondientes a effective
concentration (concentracién efectivas), el cual es un pardmetro que expresa la
concentracion necesaria de droga para producir la muerte del 50% de la poblacién de
especies respecto a controles que no han sido expuestos al farmaco). Este valor
demostré que este farmaco tiene un efecto leishmanicida, siendo competitivo con
respecto a otros medicamentos que actualmente se usan en el tratamiento. Aunado a
ello, también se demostré un efecto citotoxico sobre macrofagos en concentraciones de

100 pM o mas .

15
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.2 Polimeros biodegradables

A continuacién se ahondard en informacién con respecto a los polimeros que
conforman las microcapsulas con contenido de farmaco, las cuales fueron empleadas

en los ensayos in vitro de este trabajo, y el proceso de construccidén de las mismas.

Los polimeros biodegradables son aquellos capaces de ser degradados por el medio
ambiente. Representan materiales capaces de reducir significativamente el impacto
ambiental en términos de consumo de energia y generacién de residuos después de su

utilizacion @9,

[1.2.1  Polimeros biodegradables en el campo biomédico

Los polimeros biodegradables se han usado ampliamente y han promovido en gran
medida el desarrollo de campos biomédicos debido a su biocompatibilidad y
biodegradabilidad. Estos pueden clasificarse como polimeros naturales o sintéticos de
acuerdo con la fuente. Los polimeros biodegradables sintéticos han encontrado
aplicaciones biomédicas mas versatiles y diversas debido a sus disefios adaptables o
modificables *°,

Un biomaterial se puede definir como un material destinado a interactuar con los
sistemas bioldgicos para evaluar, tratar, aumentar o reemplazar cualquier tejido, 6rgano
o funcion del cuerpo. Muchos implantes, tales como materiales de sustitucion 6sea,
algunos materiales de la fijacion de hueso, y los materiales dentales, deben poseer un
rendimiento estable a largo plazo en el cuerpo. En los ultimos afios, los avances en la
ingenieria de tejidos, la medicina regenerativa, la terapia génica, y la entrega controlada

de farmacos han promovido la necesidad de nuevas propiedades de biomateriales con
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biodegradabilidad. Los polisacéridos y proteinas son biopolimeros tipicos de origen
biolégico, mientras que los poliésteres alifaticos y polifosfoésteres (PPE) son polimeros

biodegradables sintéticos tipicos 7.

Hoy en dia, los polimeros biodegradables sintéticos se han convertido en alternativas
atractivas para aplicaciones biomédicas por las siguientes razones: (1) Aunque los
polimeros biodegradables mas biologicamente derivados poseen una buena
biocompatibilidad, algunos pueden desencadenar una respuesta inmune en el cuerpo
humano, posiblemente uno que podrian evitarse mediante el uso de un biopolimero
sintético apropiado; (2) Las modificaciones quimicas en polimeros biodegradables de
origen bioldgico son dificiles; (3) Las modificaciones quimicas probablemente causan la
alteracion de las propiedades en masa de polimeros biodegradables de origen biolégico.
Una variedad de propiedades pueden ser obtenidas y otras modificaciones son posibles
con polimeros biodegradables sintéticos disefiados adecuadamente sin alterar las

propiedades en gran cantidad 7.

[1.2.2 Requerimientos que deben tener los biomateriales para ser
implantados

Los biomateriales son utilizados en la medicina con el objetivo fundamental de
reestablecer ciertas estructuras o funciones del organismo vivo y forman parte del
desarrollo de nuevas tecnologias. Todos ellos interactian con el entorno en que se
encuentra, por lo que puede ocurrir que el implante modifique sus propiedades en
contacto con el medio biolégico y también este ultimo puede verse afectado cuando el

material se degrada 1.
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En los dltimos afios, ha habido un creciente desarrollo de las acciones normativas en
los requerimientos de los ensayos de biocompatibilidad de los biomateriales
implantables, ya que necesitan, previo a su introduccién a la practica médica, una

evaluacion biolégica sustentada sobre bases cientificas, éticas y regulatorias B

Las interacciones que ocurren entre el ambiente biolégico y el implante, asi como los
mecanismos que se desarrollan en el rechazo del mismo, no siempre son bien
conocidos. La respuesta inflamatoria, la corrosion, degradacion y hasta
desprendimiento del material implantado, asi como posibles efectos toxicos de sus
componentes y la alteracion en sus propiedades mecéanicas, estan entre los retos a

resolver en este campo Y.

Los polimeros biodegradables sintéticos han atraido una atencién considerable para
aplicaciones en dispositivos médicos, y jugardn un papel importante en el disefio y
funcionamiento de dispositivos médicos. Los criterios generales de los materiales
poliméricos utilizados para dispositivos médicos incluyen propiedades mecanicas vy el
tiempo de degradacion adecuada para el propdsito médico. Ademas, los materiales no
deben provocar respuestas inmunes o toxicas, y deben ser metabolizados en el cuerpo
después de cumplir con sus tareas. De acuerdo con estos requisitos, varios polimeros

biodegradables sintetizados se han disefiado y utilizado B,

En general, bien sea para implantes permanentes (protesis) o temporales (sistema de
liberacién de farmacos), el biopolimero o polimero a usar debe ser biocompatible,
esterilizable, libre de bacterias y cumplir con propiedades fisicas y quimicas adecuadas
para la funcion que deben ejercer.
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[1.2.3 Poliacido lactico (polilactida)

Uno de los polimeros biodegradables que se ha usado en las dltimas décadas en el
campo biomédico es el poliacido lactico (PLA) que consiste en enlaces de ésteres
alifaticos, que son propensos a la hidrélisis quimica y enzimética. EI PLA se hidroliza
por muchas enzimas tales como proteasa, proteinasa K, bromelaina, esterasa y tripsina.
Sin embargo, estos enlaces de éster comienzan a hidrolizarse s6lo cuando entran en
contacto con el agua y en ciertas condiciones especificas de pH y temperatura. La fase
de degradacion primaria es puramente hidrolitica, donde no hay microorganismos que
estan involucrados. Solo después de que el peso molecular medio en peso cae por
debajo de aproximadamente 10.000, los microorganismos comienzan a digerir los
oligobmeros de poliacido lactico de peso molecular inferior, produciendo diéxido de
carbono y agua . A continuacién en la figura 10 se muestran las estructuras quimicas

del PLA y poliacido lactico:

§H3 gHa
H—|-o—CH———ﬂ ] OH H— O—CH—— —OH
n
(0] 0
Poly(lactic acid) Lactic acid

(4

Figura 10. Estructuras quimicas del PLA y &cido lactico * .

Este mecanismo de dos etapas de la degradacion es una clara ventaja del PLA sobre
otros polimeros biodegradables, que normalmente se degradan por un proceso de una
sola etapa que implica el ataque bacteriano en el dispositivo polimérico. Este es un
atributo Util, en particular para el almacenamiento de productos y en aplicaciones que

requieren el contacto con alimentos. El PLA se degrada rapidamente en el ambiente de
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compostaje de alta humedad y temperatura (55 a 70 °C). Pero, a temperaturas mas
bajas y / o menor humedad, la estabilidad de almacenamiento de los productos de PLA

es considerablemente alto .

Para amplias aplicaciones en la liberacion controlada de farmacos, es imperativo que
un rango de velocidades y la duracion de la liberacién del farmaco sean alcanzables.
Un amplio espectro de caracteristicas de rendimiento con el PLA se puede obtener
mediante una cuidadosa manipulacion de cuatro variables principales: Estereoquimica
del mondémero, la relacion de comondmero (en caso de usar copolimeros), la linealidad
de la cadena de polimero, y el peso molecular del polimero. Debido a que el
mecanismo de la biodegradacion es simple, la hidrolisis de los enlaces éster, es
evidente como cada uno de estos factores juega un papel importante en el rendimiento
in vivo de los materiales de lactida / glicolida. La cristalinidad y la absorcion de agua son
factores clave en la determinacién de las velocidades de degradacion in vivo ™.

El PLA puede ser amorfo o semicristalino, dependiendo de la composicion de los
estereoisdmeros D-LA, L-LA y D, L-LA. La presencia de carbonos asimétricos da lugar a
que existan tres estereoisémeros que son el L, D y el meso (D, L) a partir de la lactida o
acido lactico, todos ellos con propiedades diferentes (siendo el D y L enantiémeros y el
D, L diasteroisémero de ellos). El poli (L-4cido lactico o L-lactida) PLLA es semicristalino
y tiene un punto de fusién de alrededor de 173-178 °C, tiene una Tg cercana de 60-65
°C y es mas hidrofébico que el PGA haciendo que su degradacion se mas lenta (2 afios
mientras que el PGA dura 2-3 meses). El PDLLA es amorfo y se degrada mas rapido
(12-16 meses) en relacién a la polilactida en sus formas puras D o L que son
semicristalinas (2 afios), mientras que los polimeros derivados de la mezcla racémica D,

L-lactida son de naturaleza amorfa ™3,
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La poli (L-lactida) es biocompatible y cuando es implantado en el organismo vivo se
empieza a producir su degradacion hidrolitica a &cido lactico el cual es un intermediario

natural en el metabolismo de los carbohidratos 5%,

11.2.4 Estructura fisica de los polimeros: Estado amorfo y estado cristalino.
Tacticidad

Los términos cristalino y amorfo se utilizan normalmente para indicar las regiones
ordenadas y desordenadas de los polimeros, respectivamente. La Figura 11 muestra
un esquema de un sistema amorfo, uno semicristalino y otro cristalino. En estado sélido
algunos polimeros son completamente amorfos, otros son semicristalinos v,
dependiendo de las condiciones de cristalizacién, un polimero con capacidad de
cristalizar puede ser amorfo o semicristalino. Con frecuencia se utiliza el término
cristalino en lugar de semicristalino, aunque ningun polimero es completamente

cristalino 34,

S —
]l

Figura 11. Sistema: a) amorfo, b) semicristalino y c) cristalino

Los polimeros con capacidad de cristalizar son aquellos cuyas moléculas son quimica y
geomeétricamente regulares en su estructura. Las irregularidades ocasionales, tales
como las ramificaciones de la cadena, o la copolimerizacion de una pequeia cantidad

de otro mondémero limitan el alcance de la cristalizacion, pero no evitan que ocurra. Por
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el contrario, los polimeros no cristalinos tipicos son aquellos en los que existe una clara

irregularidad en la estructura |

34].

Tacticidad: La estructura regular de una cadena polimérica con un &tomo de carbono

asimeétrico, proporciona una configuracion particular de acuerdo a la posicion de los

sustituyentes sobre el plano de la cadena principal (figura 12). Cuando estos

sustituyentes estan por encima del plano de la cadena se genera una estereosecuencia

isotactica; si los sustituyentes quedan alternativamente por encima y por debajo la

estereosecuencia es sindiotactica, mientras que la secuencia de posiciones al azar

s (29
genera una estereosecuencia atactica [ ].
H [ R H H H R 'R
b 4 | |
2 ( C & ( ( (
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Figura 12. Estereosecuencia sindiotactica (arriba) e isotactica (centro)

e irregular atactica (abajo).

Sintesis de PLA. Tipos de polimerizacion

La polimerizacion del acido lactico para producir polilactatos puede seguir tres rutas

diferentes:
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Polimerizacion por condensacion directa. El &cido lactico es polimerizado en
grandes cantidades para producir moléculas de PLA de bajo peso molecular, de
apariencia vidriosa y fragil (Tg alta). Este oligdmero tiene aplicaciones reducidas, a
menos que agentes de acoplamiento externo sean adicionados para aumentar su
peso molecular, por ejemplo agentes adyuvantes y agentes de extension, que son
compuestos bifuncionales de bajo peso molecular que aumentan el peso molecular
del polimero con reacciones réapidas 1.

La segunda ruta es la polimerizacion por destilacion azeotrépica donde el
monomero se destila a presion reducida para remover la mayor cantidad de agua
que se forma en la condensacién durante 2 a 3 horas a 130 °C y posteriormente se
afiade un solvente y un catalizador que luego se lleva a reflujo durante 30 o 40
horas mas a esa misma temperatura 1%,

La tercera ruta comprende la purificacién, apertura y polimerizacién del anillo de

lactida(ROP) para obtener un polimero de alto peso molecular #°.

La existencia de dos grupos funcionales en el &cido lactico posibilita convertirlo

directamente en poliéster via reaccién de policondensacién. Sin embargo la reaccion de

policondensacién convencional no genera productos de alto peso molecular 2.

El poliacido lactico se puede obtener por la ruta de polimerizacion por apertura de anillo

(ROP) de la dilactona ciclica del acido lactico, llamada también dilactida o lactida, en

presencia de un iniciador (también llamado catalizador) . La lactida se obtiene

mediante la despolimerizacion de PLA de bajo peso molecular a presion reducida para

dar una mezcla de L-lactida, D-lactida, o meso-lactida (figura 13). Los diferentes

porcentajes de los isdbmeros de lactida formados dependen del isébmero de acido lactico

de partida, temperatura y catalizador. Los enantiomeros D-lactida y L-lactida pueden

23



Revision Bibliografica

formar una mezcla racémica 1: 1 (D, L- lactida 6pticamente inactiva), que funde a 126-
127 ° C B,

La lactida es una molécula con dos centros de carbono quirales, lo que da lugar a tres

estereoisdmeros (figura 14) de configuraciones respectivamente LL, DD (enantidmeros
Opticamente activos) y LD (meso Opticamente inactivo).

J_on 1 |
HO i e A ¢
0 " 5 | |/ |2 ,];;

PLA de alto peso molecular

Acico lactico

i
Condensacion A

-Hz0 Polimerizacion

por apertura de anillo
L

9

'L‘JI -
A 1o 1 on - o
HO 1 To |" Cespolimerizacidn O L\
! J ] P e
0]

o)

Prepolimero
In - 5000

Figura 13. Formacion de lactida. Ciclo de vida del PLA (361,
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Figura 14. Tres diasteroisomeros de lactida.

El ciclo de vida de PLA se muestra en la figura 13. Después de la formacion de
oligdmeros de PLA, &cido lactico por eliminacion de agua, la despolimerizacion de
oligbmeros se lleva a cabo para dar un lactida termodinamicamente favorecida. Este
monomero se polimeriza facilmente bajo destilacion al vacio. Se utiliza para producir
PLA de alto peso molecular por polimerizacion de apertura de anillo. EI PLA de alto

peso molecular puede degradarse a acido lactico en presencia de agua B

La polimerizacion por apertura de anillo de lactida puede llevarse a cabo en masa
fundida, a granel, o en solucion y por mecanismos de polimerizacion catidnica, anionica,
y de coordinacion-insercion dependiendo del catalizador. La eleccién del sistema
iniciador, co-iniciador como agente de control de la cadena, la concentracion de
catalizador, la relacion de monomero a iniciador, y temperatura de polimerizacion y el
tiempo afectan significativamente a las propiedades del polimero. Estas propiedades,

tales como el peso molecular, el grado de cristalinidad y contenido de mondémero
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residual, a su vez afectan a las propiedades fisico-mecanicas y el rango de temperatura
para el uso de la polilactida y sus copolimeros. El papel de la racemizacion y el grado
de transesterificacion en la polimerizacion y el proceso de copolimerizacién también son
decisivos para la pureza y la microestructura de la cadena enantiomérica del polimero

resultante B,

[1.2.6  Polimerizacién por apertura de anillo en masa.

La polimerizacion de PLA por apertura de anillo (ROP) en masa (mecanismo mostrado
en la figura 15) se lleva a cabo por una reaccion en calor en presencia de un iniciador
conveniente pero en ausencia de solvente. Se usa un catalizador como cloruro de
estafio dihidratado y/o 1-dodecanol como iniciador, este actia como un agente de
transferencia de cadena e incrementa el grado de reaccion proporcionalmente a su

concentracion en el medio B2,
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Figura 15. Mecanismo de polimerizacion por apertura de anillo para PLA.
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Es importante mencionar que a pesar de ser una reaccion de transesterificacion, sigue
las rutas de una polimerizacion por adicidbn en cadena, cuyas etapas son iniciacion,
propagacion y terminacion. El primer paso de la reaccion donde ocurre la apertura del
primer anillo, es un proceso lento (iniciacion), luego de que el iniciador ataca
nucleofilicamente el carbono carbonilico, comienza la apertura de los demés anillos de
lactida de manera consecutiva (propagacion), siendo este un proceso rapido en la
reaccion. La terminacion de la polimerizacion puede darse por transferencia protonica

del iniciador alcohdlico al polimero viviente con carga negativa.

De acuerdo al tipo de polimerizacién empleado y a la variacion en las concentraciones
del catalizador e iniciador, se pueden obtener polimeros con diferentes pesos

moleculares, que influyen directamente en sus propiedades fisicas y quimicas.

1.3 Sistema de liberacion controlada de farmacos con polimeros
biodegradables

En el control temporal, los sistemas de suministro de farmacos tienen como objetivo
administrar el farmaco a través de una duracién prolongada o en un momento
especifico durante el tratamiento. La liberaciébn controlada durante una duracion
prolongada es muy beneficiosa para los farmacos que se metabolizan rdpidamente y se
elimina del cuerpo después de la administracion. Un ejemplo de este beneficio se
muestra esquematicamente en la figura 16 en la que se compara la concentracion de
farmaco en el sitio de la actividad dentro del cuerpo después de la liberacion inmediata
de 4 inyecciones administradas a los 6 intervalos de una hora y después de liberacion
prolongada de un sistema de liberacién controlada. Las concentraciones de farmaco
pueden fluctuar ampliamente durante el periodo de 24 horas cuando el farmaco se
administra a través de una inyeccion de bolo, y solo para una parte del periodo de

tratamiento es la concentracion de farmaco en la ventana terapéutica (es decir, la
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concentracion de farmaco que produce efectos beneficiosos sin efectos secundarios
perjudiciales ). Con el sistema de liberacion controlada, la velocidad de liberacion del
farmaco coincide con la velocidad de eliminacién del farmaco y, por lo tanto, la
concentracion del farmaco se encuentra dentro de la ventana terapéutica para la gran

mayoria del periodo de 24 horas 7.

El beneficio de este tipo de control se muestra esquematicamente en la figura 17 en la
que se comparan las concentraciones de farmaco en el sitio de la actividad y la
produccion de efecto secundario. Hay dos situaciones principales en las que el control
de la distribucion puede ser beneficioso. La primera es cuando la distribucion natural
hace que las moléculas de la droga se encuentren con los tejidos y causa efectos

secundarios importantes que prohiben el tratamiento adicional .

La segunda situacion es cuando la distribucion natural de la droga no permite que las
moléculas del farmaco puedan alcanzar su sitio de accion molecular. Por ejemplo, una
molécula de farmaco que actia sobre un receptor en el cerebro no estara activa si se
distribuye por el sistema arterial del paciente, pero no puede cruzar la barrera sangre-

cerebro B,
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Figura 16. Concentraciones del medicamento en la zona de accion terapéutica después de la liberacién con una

inyeccion convencional (linea fina) y con un sistema de liberacion controlada temporal (linea gruesa)

[39]
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Farmaco en la zona
terapéutica

Concentracion
defarmaco
sistemnica

Concentracion sistematica a la cual ocurre el efecto
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Figura 17. Suministro de medicamentos de un sistema ideal de liberacion controlada de distribucion. Linea en

negrita: Las concentraciones de farmaco en el sitio de la accién terapéutica. Linea delgada: niveles sistémicos en el

cual se producen efectos secundarios

[39]
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11.3.1 Sistemas terapéuticos farmacéuticos y dispositivos biomédicos

Un sistema terapéutico farmacéutico (STF) consta fundamentalmente de un médulo de
liberacion, un programa terapéutico, un soporte o medio de transporte y uno o varios

farmacos o principios activos (figura 18) 1%,

Particulas d
farmaca

—=

Superficie del
dispositive

Figura 18. Sistema terapéutico farmacéutico [0,

El modulo de liberacién es la parte del sistema que garantiza la entrega del farmaco o
sustancia activa de acuerdo con un programa terapéutico, establecido en el disefio. Alli
puede encontrarse una camara simple o multiple que almacena el principio activo, el
reservorio; la via o puerta de salida, que puede ser la superficie entera del dispositivo,
uno o varios orificios o una canula; los elementos que generan el potencial quimico o
mecanico para la liberacibn, que pueden ser gradientes de concentracion,

desplazamiento de émbolos, imanes o campos %!,

El programa terapéutico incluye aquellos elementos que definen velocidad y tiempo
de liberacion, tratando de seguir ritmos fisiolégicos internos. De esta forma se puede
programar el perfil farmaco-cinético segun las necesidades terapéuticas, se disminuyen

efectos secundarios y se reduce el incumplimiento por parte del paciente %,
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El soporte o medio de transporte_integra todos los elementos y entra en contacto con
el biosistema; requiere adaptacion completa al lugar anatémico de emplazamiento final

y ha de ser inerte en relacion al farmaco y al medio %!,

Los STF pueden ser clasificados como sistemas pasivos en los cuales se encuentra un
elemento del tipo membrana semipermeable, o una cubierta cuya capacidad para
liberar el farmaco queda plenamente establecida en el momento de la elaboracion.
También se encuentran los sistemas activos en los cuales la forma farmacéutica tiene
un control que se activa por una sefial externa, con el fin de modular la liberacion del

farmaco 7.

[1.3.2 Tipos de sistemas de liberacién de farmacos

Sistemas de liberacion controlada por difusion: La difusion del farmaco es regulada
por el biopolimero desde el sistema terapéutico hacia su exterior formando una
membrana que rodea el farmaco, creando un reservorio. Esta forma de liberacion se
presenta en implantes, sistemas transdérmicos y dispositivos de administracién oral,
como sistemas matriciales (figura 19). Con este mecanismo se han conseguido
tiempos de liberacion prolongados, como en el caso de capsulas a base de
polidimetilsiloxano o copolimeros de etilen-acetato de vinilo (EVA), implantadas
subdérmicamente en la parte superior del brazo para la liberaciébn controlada de

levonorgestrel, un anticonceptivo, por periodos de hasta siete afios*?.
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Figura 19. Esquema de un sistema por difusion f401

Sistemas de liberacién controlada por activacion de solvente: En estos dispositivos
la velocidad de liberacién del farmaco es controlada por la velocidad de difusién del
agua hacia su interior. El sistema polimérico puede hincharse, generando canales o
poros para la salida del farmaco, o en otros casos impulsarlo por un sistema osmoético,
como el caso de la bomba osmética, que emplea membranas rigidas semipermeables a
base de acetato de celulosa (figura 20). El sistema ha sido empleado en la

administracion de farmacos como ibuprofeno, pseudoefedrina y nifedipino, entre otros
[40]
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Figura 20.Esquema de una bomba osmética®”’,

Sistemas de liberacion controlada por reaccién quimica o enzimatica: La liberacion
del farmaco esta determinada por una reaccién quimica de tipo hidrolitico o enzimético,
en este caso los polimeros biodegradables estan constituidos principalmente por
monomeros biocompatibles, que se eliminan del organismo por rutas fisiolégicas

convencionales sin generar alteraciones homeostaticas de este “°!.

Sistemas de liberacién controlada por el ambiente fisiologico: Algunos polimeros
han recibido la denominacién de ‘inteligentes” por responder subitamente a
modificaciones de las condiciones fisicas o quimicas en el ambiente con cambios
pronunciados en sus propiedades. Los estimulos a los que responden los polimeros
pueden ser: (i) fisicos, como la temperatura, la fuerza ionica, los solventes, radiaciones,

campos eléctricos, estrés mecanico, presion, radiaciones soOnicas y campos
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magnéticos; (i) quimicos, como el pH, iones especificos y agentes quimicos; y (iii)
bioquimicos, como sustratos de enzimas, ligandos afines y otros agentes biolégicos %,

Sistemas de liberacién particulados: El tamafio de la particula es determinante en la
velocidad de disolucién, mientras menor sea su tamafo, mayor sera el area superficial
disponible para la disolucion. En el disefio de los novedosos sistemas de liberacion
modificada se cuenta con: (i) microcapsulas, similares a sistemas tipo reservorio, (ii)
microesferas, similares a sistemas monoliticos, (iii) conjugados de biopolimeros-
proteinas o biopolimeros-farmacos, para localizar y proteger los principios activos, (iv)
micelas poliméricas, para transportar farmacos poco solubles y (v) liposomas. Las
microcapsulas se han empleado para liberacion de orden cero de farmacos por
periodos de tiempo prolongados, sin embargo sus procesos de manufactura son
costosos y existe posibilidad de ruptura de la membrana que contiene el farmaco. Las
microesferas son preparadas por métodos como separacion de fases, liofilizacion o

técnicas de reduccion de tamafio (molienda o micronizado) 17

El empleo de las nanoparticulas cobra importancia en los estudios de liberacion de
farmacos, por la capacidad que presentan para transportar una gran variedad de
sustancias a distintas zonas del organismo, manteniendo un efecto sostenido en el
tiempo; los biopolimeros mas empleados han sido poli (4cido lactico) (PLA), poli (Acido

glicélico) (PGA) y sus copolimeros poli (acido lactico-co-glicélico) (PLGA) 149,

.4 Modelos matematicos que describen la cinética de liberacién de farmacos

desde dispositivos de liberacion controlada
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El comportamiento de las formas farmacéuticas de liberacion controlada se suele
ensayar in vitro segun normas preestablecidas, a fin de obtener resultados que
permitan postular un modelo que los justifique; modelo que se cuantifica mediante una
ecuacion matematica que describe la cinética del modelo de liberacion de la especie

quimica retenida desde la fase sélida a la fase liquida en contacto con ella B8l

Hoy en dia, son muchos los modelos matematicos utilizados. La mayoria de ellos se
pueden considerar empiricos, si bien hay algunos con base matematico-estadistica, e
incluso unos pocos, que utilizan de manera ortodoxa las Leyes de difusion y de la

cinética formal .

Modelo de Higuchi

Este modelo ha tenido mayor aceptacion, debido que se ajusta mejor al
comportamiento de liberacion de un dispostivo. En este modelo se estudia la liberacion
de drogas solubles y de baja solubilidad incorporada en matrices semi-sélidas o
matrices sélidas. Estas expresiones matematicas fueron obtenidas para estudiar el
comportamiento de difusion en el medio de particulas de droga dispersadas en una
matriz uniforme. La expresion del modelo de Higuchi viene expresada de la siguiente

manera:
Q — KHt1/2

Donde Q es lacantidad de droga liberada y Ky es la constante de disolucién de Higuchi.
Higuchi describe la liberacién de la droga como un proceso de difusion basada en la

Ley de Fick que depende de la raiz cuadrada del tiempo 8,

Higuchi plante6 el empleo de su ecuacion a la liberacion desde matrices homogéneas y
granulares. Cuando se trata de matrices no porosas (homogénea) en las que el farmaco
se encuentra uniformemente disperso, se asume que este se disuelve en el seno de la

matriz y posteriormente difunde a través de esta hasta la superficie. Conforme el
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farmaco se va liberando la distancia de difusion se hace mayor, de manera que la

variacién de concentracién de farmaco liberado va progresando .

En cambio, si la matriz presenta poros, primero debe entrar el medio de disolucién
través de estos, por lo que resulta necesario introducir otro factor en la ecuacion.
Presuponiendo que | concentracion de farmaco en la matriz es menor que su solubilidad
y que la liberacién del farmaco tiene lugar por una disolucion lenta y posterior difusion a

través de los poros formados en la matriz por el disolvente Y,

II.5 Microencapsulacion

Este método consiste en formar microesferas del polimero biodegradable mediante una
emulsificacion. En este proceso se encapsula un medicamento dentro de la matriz de la
microesfera y luego se evalla la liberacion del farmaco a través del tiempo. Existen
varios métodos de microencapsulacion, entre ellos estan el método de evaporacion del
solvente en el cual el polimero se disuelve en un solvente adecuado que sea inmiscible
en agua, y el medicamento es dispersado o disuelto en la soluciéon polimérica. La
solucion resultante o dispersién es luego emulsificada en una fase acuosa continua
para formar gotas discretas. El orden para formar las microesferas es, el solvente
organico debe primero difundirse en la fase acuosa y luego ser evaporado en la
interfase agua/aire. Mientras ocurre la evaporacion se van formando las microesferas
(figura 21) que pueden ser obtenidas después de un secado Y filtrado adecuado. Esta
formacion se debe a que el polimero (mas el medicamento) disuelto en el solvente
organico cristaliza durante la evaporacion y como esta en forma de gotitas dentro de la
fase continua adquiere la forma esférica que se requiere para la preparacion de

microesferas 1“2,
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Figura 21. Diagrama esquematico de la formacién de las microesferas [42]

Este método ha sido usado extensivamente para preparar microesferas de PLA y PLGA
gue contienen diferentes medicamentos. Algunas variables han sido identificadas las
cuales influyen en las propiedades de las microesferas, tales como solubilidad del
medicamento, morfologia interna, tipo de solvente, velocidad de difusion, temperatura,
composicion del polimero y viscosidad, y carga del medicamento. La eficacia del
método de evaporacion del disolvente para producir microesferas depende del éxito en
el atrapamiento del agente activo dentro de las particulas, y por lo tanto, este proceso
es mas exitoso con farmacos que son insolubles o poco solubles en el medio acuoso
que comprende la fase continua. Existen muchos tipos de farmacos con diferentes

propiedades fisicas y quimicas que se han empleado en los sistemas polimeéricos,
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incluidos farmacos contra el cancer, agentes narcoticos, anestésicos locales, esteroides

y agentes de control de la fertilidad %

Los recientes avances en la técnica de evaporacion de disolvente han permitido un
atrapamiento exitoso de farmacos altamente solubles en agua, compuestos reactivos,
tales como medicamentos a base de aminas, proteinas, péptidos, y vacunas “?, es por
ello que a continuacion se habla del proceso de encapsulamiento de farmaco
empleando un método de doble emulsién, debido a que esto mejora la eficiencia de la

carga del medicamento, cuando éste es soluble en agua.

[1.5.1 Preparacién de microesferas por el método de evaporaciéon de solvente

[1.5.1.1 Encapsulacién por emulsion mualtiple (W/O/W) seguida por evaporacion de

solvente

En este proceso, un medicamento activo soluble en agua (W3), se disuelve primero en
una solucién acuosa, el cual es luego emulsificado en un solvente organico (O) que
contiene el polimero biodegradable para hacer la emulsién primaria W1/O (siglas en
inglés w, water y o, oil). Posteriormente, esta emulsién primaria es afiadida a una
solucion acuosa (W;) que contiene un emulsificante para formar una doble emulsion
W31/O/W,. Después que el solvente organico es removido, las microesferas soélidas se

dejan en una fase acuosa continua y pueden ser lavadas, centrifugadas y liofilizadas 1“3,

Sin embargo, en el proceso convencional, la doble emulsion es generalmente
preparada por la agitacibn mecanica, la homogeneizacién o método de ultrasonidos, la
distribucion del tamafio de las microcdpsulas obtenidas es muy amplia, lo que no es

favorable a la absorcién eficiente in vivo 3,
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La estabilidad de la emulsion primaria es un requisito previo para el éxito de la
encapsulacion de las emulsiones mudltiples. La influencia de la estabilidad de la
emulsién sobre la morfologia y porosidad de microcapsulas preparadas por la doble
emulsiéon W/O/W por el método de evaporacion usando 2 L-polilactidas semicristalinas

de diferentes pesos moleculares fue estudiada por Schugens et al. 2.

A continuacién en la figura 22 se observa un diagrama esquematico de dos procesos

de doble emulsion para preparar microcapsulas de polimeros cargadas con farmaco:

Aceite Agua Emulsian aceite en agua (0/W) en aceite

Emulsion aceite en agua [O/W)

6é

Emulsificante e
-

Cabeza hidrofilica ‘-,':-::
Cola hidrofobica 2

¥ Farmaco hidrofilico

& Farmaco hidrofobico

Emulsidn agua en aceite (W/Q) Emulsion agua en aceite (W/0) en agua

Figura 22. Diagrama esquemaético de los métodos basados en una emulsion doble para la preparacion de

microparticulas de polimeros (imagen superior emulsion O/W/O, imagen inferior W/O/W 441

[1.5.1.2 Eficiencia de encapsulacion del farmaco:

En el proceso de formulaciones con polimeros biodegradables, es importante que la
mayor parte del farmaco empleado para generar los dispositivos sea encapsulado, y
mas cuando el medicamento es soluble en agua. No obstante, a pesar del método

empleado por doble emulsion, tener una alta eficiencia de encapsulamiento parece ser
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un inconveniente a la hora de hacer formulaciones. Seguidamente se plantean algunos

factores que influyen en este proceso:

Volumen de fase organicay solubilidad del polimero en la misma: Si inicialmente el
polimero y el farmaco se encuentran solubilizados en la fase organica (o el farmaco se
encuentra disperso en ella), conforme el volumen de ésta sea mayor, aumentara la
eficiencia de encapsulamiento. Esto es debido a que, si el coeficiente de particion de la
droga es constante, una mayor existencia de solvente organico tendera a mantenerla
solubilizada, y se limitara su difusion hacia la fase acuosa antes de ser cubierta por el
polimero. Respecto a la solubilidad del polimero en la fase organica, se prefiere
polimeros no demasiado solubles en ella, pues esto favorecera su precipitacion sobre el
farmaco antes de que apreciables cantidades de éste puedan difundir a la fase acuosa.
La solubilidad de los polimeros dependera en gran medida del tipo de monémeros (o la
relacion entre varios tipos de monémeros) que le den forma y de si los grupos iniciales
y/o finales de las cadenas tienen o no caracteristicas hidrofilas (polimeros no cargados

seran mas solubles en solvente organico) .

pH de la fase acuosa y solubilidad de la fase orgénica en la primera emulsién: La
eficiencia de encapsulacion tiene considerable relacién con el coeficiente de particion
de la droga. Si la droga posee grupos susceptibles a cambios de pH, se debe ajustar el
mismo para evitar desplazar el equilibrio hacia la especie i6nica. Por ejemplo, la
doxorubicina, que contiene grupos amino e hidroxilo, difundir4 hacia la fase acuosa
rapidamente si ésta supera o0 se encuentra por debajo de valores de pH=7 (por debajo
de este valor, el grupo amino estara protonado, y por encima, se desprotonaran los
grupos hidroxilo) Y. En cuanto a la solubilidad de la fase organica en la fase acuosa, si
bien siempre sera limitada, mayores afinidades entre ambas fases implicaran mas altas
tasas de transferencias de masa entre ellas; conociendo que los polimeros

solubilizados en la fase organica seran insolubles en la fase acuosa, esta transferencia
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de masa inducira una precipitacion mas veloz del polimero, y una mayor eficiencia de

encapsulacién .

Interacciones entre el farmaco y el recubrimiento polimérico: Si la sustancia
encapsulada es capaz de establecer relaciones i6nicas, mayores atracciones se daran
entre ella y un polimero cuyos grupos iniciales y/o finales estén cargados
eléctricamente. Por el contrario, si las interacciones son de tipo “hidréfobas”, grupos
finales y/o iniciales no cargados mejoraran el encapsulamiento con el farmaco; este
comportamiento es especialmente apreciable al encapsular péptidos. Es importante
sefialar que si las interacciones polimero-farmaco son muy intensas, la ulterior

liberacion de éste podria verse prolongada en mas o menos medida .

Tasa de remocion de solvente: Por lo general, es aceptado que una rapida remocion
de solvente conlleva a precipitaciones del polimero mas veloces, aumentando la
eficiencia de encapsulamiento. Sin embargo, se ha observado que para algunas
sustancias (sobre todo aquellos compuestos que presenten cierta solubilidad en medio
acuoso, como péptidos), cuando el solvente es retirado mediante aumentos de
temperatura, también se ve incrementada la difusividad de dichas sustancias en el
medio acuoso, de modo que el efecto de rapida precipitacidon de los polimeros es

contrarrestado en casos como este 6,

Peso molecular del polimero: Conforme el polimero posea menores masas molares,
la eficiencia del encapsulamiento se vera drasticamente aumentada. Al parecer, este
efecto tiene que ver con decrecientes afinidades o “solubilidades” entre el polimero y la
sustancia a encapsular cuanto mayor sea el peso molecular de éste, mayoritariamente
por la interaccion entre sus grupos funcionales (a mayores pesos moleculares, los
grupos funcionales del polimero serdn de mas dificil acceso para las moléculas de

sustancia a encapsular) .
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Concentracion de surfactante: Como los surfactantes tienden a disminuir la tensiéon
interfacial entre dos fases insolubles, aumentos en la concentracion del surfactante
tendera a aumentar la solubilidad del farmaco en la fase acuosa, disminuyendo la

eficiencia de encapsulamiento [©.

Estabilidad de la primera emulsién W/O: Un incremento sustancial en el peso
molecular de una poli (L-lactida) requiere una dilucidon de la solucion polimérica para
prevenir un excesivo aumento de la viscosidad, dejando asi una emulsion primaria
menos estable. La cristalinidad de las polilactidas afecta la eficiencia de encapsulacion
421 "esto conlleva a que no haya una buena dispersién de las gotas de la fase acuosa
con farmaco sobre la fase organica, disminuyendo asi la eficiencia de encapsulacion.
Una buena homogenizacion de la primera emulsion también garantiza una mejora en la

eficiencia.

1.6 Biodegradacion del polimero en laliberacion de farmacos

La biodegradacion de los poliésteres alifaticos se produce por la erosion en volumen.
Las cadenas de polimeros se rompen por hidrélisis para formar los acidos monoméricos
y estos a su vez son eliminados del cuerpo a través del ciclo de Krebs, principalmente
como dioxido de carbono y en la orina. Debido a que la velocidad de hidrdlisis de la
cadena del polimero sélo depende de cambios significativos en la temperatura y el pH o
la presencia de un catalizador, se observa muy poca diferencia en la velocidad de
degradacion en diferentes sitios del cuerpo. Esto es obviamente una ventaja en lo que
se refiere a formulaciones de administracién de farmacos . En la figura 23 se observa

la biodegradacion de los polimeros de lactida y copolimeros de lactida-glicolida.
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Figura 23. Biodegradacion de polimeros de Iactida/glicolida[l].

Tiempo aproximado

Polimero de degradacién (meses)
Poli (L-lactida) 18-24

Poli (DL-lactida) 12-16

Poli (glicolida) 2-4

50:50 {DL-lactida-co-glicolida) 2

85:15 (DL- lactida-co-glicolida) 5

90:10 (DL-lactida-co-caprolactona) <

Los desarrolladores de formulaciones de liberacion controlada han empleado polimeros
producidos por L-lactida y D,L-lactida. En cuanto a la clinica de estudios, sin embargo,

parece que tal vez las formulaciones D,L-lactida han sido un tanto mas exitosas.

No esta claro si esto es debido a que los materiales D,L-lactida son menos cristalinos y
mas permeables a la mayoria de las drogas o tal vez a técnicas mas sofisticadas y
enfoques seguidos con aquellos polimeros, o simplemente a la mayor disponibilidad de

los polimeros DL-lactida.

En la mayoria de polimeros biodegradables, la hidrolisis es el mecanismo de
degradacion mas importante, el tipo de enlace quimico, el pH, la composicién del
polimero y el mas importante: La higroscopicidad. Los cambios fisicos y quimicos que
ocurren durante la degradaciéon de los polimeros biodegradables, asi como la
cristalizacion de los oligdmeros y los monémeros o los cambios de pH también pueden
repercutir en la velocidad del proceso. El peso molecular es el prametro mas
ampliamente aceptado para evaluar la degradacion. La velocidad de degradacion de los
polimeros biodegradables depende de su hidrofilicidad y de la accesibilidad de sus
enlaces hidroliticamente inestables a los fluidos corporales. También dependera del

acceso que tengan las enzimas u otras moléculas capaces de romper estos enlaces
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quimicos. Por lo tanto, la higroscopicidad del material, su morfologia, cristalinidad y
peso molecular seran parametros clave en la cinética de degradacion del polimero en la

pérdida de sus propiedades mecanicas y de peso 4.

En dispositivos de liberacion controlada se ha evidenciado que en el proceso de
degradacion, la liberacion del farmaco ocurre en varias etapas o fases; la mas comun

es en tres fases las cuales son:

Primera fase: Se conoce como fase “burst” o de rapida liberacion. En este punto,
moléculas de farmaco adsorbidas directamente sobre la superficie externa y/o interna
de las capsulas son expulsadas en abundancia y en un corto lapso temporal,
dependiendo la extension de tal liberacidn de la solubilidad del farmaco en el medio
acuoso externo y de la capacidad de penetracion inicial de este medio a través de la
matriz polimérica. En esta etapa, comienzan a hidrolizarse algunos enlaces tipo éster, el
polimero va sufriendo reducciones en su temperatura de transicion vitrea y descensos
en el peso molecular se van registrando, mas no son observables caidas en la masa del

dispositivo ni liberacion de oligémeros y/o monémeros .

Segunda fase: Se produce una liberacion lenta desde la matriz polimérica hacia el
exterior, fundamentalmente producto de procesos difusivos a través de las porosidades
que el flujo de medio externo va creando en la cépsula. En esta etapa, rupturas
hidroliticas se siguen produciendo y la erosion comienza a ser participe de la cinética

de liberacién al empezar a aparecer pérdidas de masa de la matriz polimérica .

Tercera fase: Una ruptura masiva de los enlaces tipo éster toman lugar, con pérdidas
constantes de masa, liberacién de especies oligoméricas y/o monoméricas y distorsion
general de la integridad morfologica de las capsulas. La liberacion en esta fase se ha

descrito como rapida (comparable con el efecto “burst” de la primera fase). Una vez
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concluida la tercera fase, se esperaria que la completa liberacion de la sustancia
encapsulada hubiera tenido lugar .

1.7 Ensayos bioldgicos in vitro de liberacion de farmacos con biomateriales

Cuando un biomaterial es implantado en el organismo, rapidamente es cubierto por
proteinas. Este es un proceso dinamico, que implica procesos de adsorcion-desorcion.
Mediante ensayos in vitro, es posible analizar por separado los diferentes pasos
cronoldgicos del comportamiento celular frente a un biomaterial. También es posible
evaluar la biocompatibilidad por la toxicidad in vitro, que se define como un parametro
negativo o el deterioro de un agente en las funciones bioquimicas celulares normales,
estos efectos negativos pueden manifestarse de diferentes modos, originando una
variedad de posibilidades en la evaluacién de la citotoxicidad. Dicha evaluacion se
realiza después de un apropiado tiempo de exposicion, normalmente de 24 a 72 horas,
mediante observacién morfoldgica cualitativa, medidas cuantitativas de muerte celular,
inhibicion del crecimiento celular, proliferacion celular, acumulacion de proteinas, o

liberacion de una o mas enzimas u otras entidades medibles *°.
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[ll. ANTECEDENTES

Internacionales

No es una idea novedosa usar particulas en el campo biomédico. Ya en la década de
1980, las particulas se han usado para la formulacion farmacéutica. La compafiia
francesa Ipsen desarrolld el primer sistema comercializado de particulas cargadas con
acetato de triptorelina para la liberacion del farmaco a largo plazo, cuyo nombre
comercial es Decapetyl. La triptorelina de etilo es un péptido soluble en agua e
inestable in vivo, que tiende a ser eliminado del cuerpo rapidamente. Después de ser
encapsulado en un polimero biodegradable de poli (lactida-co-glicolida) (PLGA), el
farmaco se libera constantemente durante un mes, y borra en gran medida el dolor de
los pacientes. En la actualidad, Ipsen ha desarrollado varias formulaciones
comercializadas de Decapetyl incluyendo formulaciones para todo el dia, un mes, tres

meses y seis meses.

Desde el éxito de Decapetyl, se reportaron otros sistemas de liberacién de farmacos de
eficaces basados en particulas y con licencia para la aplicacion clinica, incluyendo la
leuprorelina, calcitonina, octreotida y buserelinac. Por otra parte, ademas del sistema de
liberacién sostenida, con el desarrollo de materiales y productos farmacéuticos, las
particulas se han investigado y aplicado con mayor intensidad, tal como administracion
local de farmacos, como objetivo de administracion de farmaco y el adyuvante de la
vacuna. Para todos estos sistemas, la eleccidbn de composiciones de particulas, los
meétodos de preparacion y la estructura son importantes. Muchas literaturas estudiaron y

examinaron el efecto de estos factores 4.
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Polard et al. (Francia, 1995) hicieron una evaluacion in vitro e in vivo de microesferas
de polilactida y polilactida-co-glicolida cargadas con morfina para la liberacion
especifica local de este farmaco. Estas microesferas fueron preparadas por el método
de emulsion simple seguido por evaporacion del solvente. Prepararon varios lotes de
microesferas con una cantidad similar (500 mg) de polimeros PLA o PLGA y con
diferentes relaciones CH,Cl, / CH3OH (por lo tanto, diferentes cantidades de base de
morfina). MLMs (microesferas cargadas con morfina, siglas en inglés) preparados con
PLA mol. Peso. 2000 (PLA1) y una cantidad de base de morfina inicial de 200 mg
disueltos en la fase organica (CH.Cl,/ CH30H, relacion de 5: 5) para la administracion in

Vivo.

Las microesferas fueron observadas por un microscopio 6ptico con luz transmitida. Las
caracteristicas de la morfologia y superficie fueron determinadas por microscopia
electronica de escaneo (SEM). El contenido de medicamento fue determinado por
HPLC. El ensayo in vitro de la liberacion de morfina se llevé a cabo a 37° C en
condiciones de inmersion en una solucion acuosa de NaCl 0,2%, ajustada a pH 2,0 con
HCI. La concentracién de morfina se midié6 de forma continua a 213 nm y se registr

cada 5 minutos durante un periodo de 24 h utilizando un espectrofotometro.

El tamafio de las microesferas oscilé entre 1-30 um. La técnica de SEM mostro
particulas de forma esférica con una superficie lisa y un recubrimiento de una matriz
porosa para microesferas preparadas con la morfina como una solucion (MSOLM), las
que fueron preparadas con la morfina como una suspension (MSULM) tenian un
aspecto particular: Eran menos regulares y los cristales de morfina fueron incorporados
en el polimero. Los datos de contenido de farmaco mostraron que el atrapamiento de la
morfina fue diferente dentro de las microesferas de polilactida y polilactida-co-glicolida
de acuerdo con el peso molecular del polimero y de acuerdo con el estado fisico de

morfina en la fase organica. Se obtuvo la mas alta carga de farmaco para MSULM
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(11,1%). Para los lotes preparados con una mezcla organica CH,Cl, / CH3;OH (MSOLM),
se obtuvo la encapsulacién de mas éxito de la morfina con PLA (PM 2000 (PLAl) y
variada de acuerdo a la cantidad inicial de morfina (6.9 a 9.5%). Sin embargo, la
morfina no estaba atrapada dentro de microesferas hechas con PLA con un PM de
9000 (PLA2) y los valores de contenido de farmaco de las microesferas de PLGA
fueroninferiores a los de PLA1l (1.2 a 1.7% de PLGA 9000 y 1.2 a 1.4% de PLGA
12000). En la cinética de liberacion in vitro de las microesferas de PLA y PLGA
mostraron diferencias significativas en funcion del tipo de polimero y del estado de la
base de morfina en las microesferas. Con MSULM, la liberacion de morfina alcanzo
aproximadamente 80% de la liberacion acumulada de 24 h en unos pocos minutos. La
liberacion del farmaco acumulado de los diferentes lotes de microesferas PLA 1 parecia
estar influenciada por la carga inicial de la droga (es decir, cantidad de base de morfina
en la mezcla organica). De hecho, el porcentaje de liberacion obtenido con la
formulacion hecha con la mas alta carga de farmaco era mucho mas alto (38,5%
liberado a las 24 h) que los medidos para las otras tres formulaciones cuya liberacion
por ciento a 24 h oscil6 desde 23,3 hasta 26,1%. Determinaron que una liberacion
controlada de morfina evit6é altos niveles plasméaticos, ademas que hubo una liberacion

prolongada de morfina "),

Panyam et al. (USA, 2003) estudiaron cémo afecta el tamafio de las nano y
microparticulas del copolimero poli (D, L-lactida-co-glicolida) (50:50 PLGA) en la
degradacion del mismo vy la liberacion de proteinas encapsuladas. Determinaron que el
tamafio de la particula influye en la degradacién del polimero asi como la liberacion de
la proteina encapsulada. La proteina modelo fue suero bovino de albumina, la cual se
encapsuld usando la técnica de evaporacion de solvente en una emulsion multiple
W/O/W. Estas particulas se incubaron a 37 °C en una solucion tampén de fosfato (pH
7,4; 154 mM) y se caracterizaron a varios tiempos en los cambios del peso molecular

del polimero, en el contenido asociado a la superficie de alcohol de polivinilo (PVA), y
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en la topologia de la superficie de la particula mediante microscopia electrénica de
barrido. En los sobrenadantes de dicho estudio se analiz6 la proteina liberada vy el
contenido de PVA.

Demostraron que las nanoparticulas de 0,1 pm tienen una captacion intracelular
aproximadamente 10 veces superior en un modelo de cultivo celular in vitro en
comparacion con las microparticulas de tamafio 10 um. La degradacién fue rapida en
nanoparticulas y microparticulas de PLGA, esta degradacion rapida inicial ocurrié
durante los primeros 20-30 dias, seguido de una fase de degradacién mucho mas lenta.
Las nanoparticulas de 0,1 um demostraron una degradacion del polimero relativamente
mas rapido durante la fase inicial a diferencia de las microparticulas de mayor tamafio.
Todas las particulas mantuvieron su integridad estructural durante la fase degradacion
rapida pero fueron seguidos por la formacion de poros, la deformacién y la fusiéon de las
particulas durante la fase de lenta degradacion. Todas las particulas de diferentes
tamafios demostraron la agregacion de la proteina liberada, con microparticulas de 0,1
y 1 upm demostrando mayor fraccion de proteina no agregada liberadaen
microparticulas de 10 um. También intuyeron que el PVA asociado a la superficie en
lugar del tamafio de particula juega un papel dominante en el control de la degradacion

de nano y microparticulas .

Porjazoska et al. (Macedonia, 2004) estudiaron la preparacion y caracterizacion de
microparticulas de poli (DL-lactida-co-glicolida) y poli (L-lactida-co-glicolida) como
sistemas de liberacion controlada de proteinas. Estos polimeros fueron sintetizados por
polimerizacién por apertura de anillo (ROP) usando diferentes masas molares en una
relacion lactida / glicolida constante para preparar microparticulas, cargadas con suero
de albumina bovino (BSA), por el método de doble emulsion W/O/W. Ademas,
estudiaron la influencia de la masa molar y la composicion de copolimero en el perfil de

la morfologia de microparticulas, tamafio, rendimiento, velocidad de degradaciénpor por
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ensayos in vitro en una solucién salina tamponada con fosfato (PBS, pH = 7.4, 37 °C),
la eficiencia de carga de BSA vy la liberacion de la misma también por ensayos in vitro
en una solucién salina tamponada con fosfato (PBS, pH = 7.4, 37 °C) simulando las
condiciones in vivo. Para microparticulas preparadas a partir de copolimeros de
PDLLGA y PLLGA, se encontré que las que no contenian BSA eran esféricas y no
porosas, mientras que las que estaban cargadas con BSA eran porosas, sin embargo la
diferencia en el tamafio de ambas situaciones no fue significativa. El rendimiento de
microparticulas fue similar para todas las series de microparticulas de PLGA y casi el
50% de la masa total inicial. Sin embargo, con respecto a la captura del farmaco, se
observé una mayor eficiencia de carga en la serie con mayor peso molecular y un

mayor contenido de farmaco.

La degradacion de los polimeros con bajo peso molecular fue mas rapida que los de
alto peso molecular, también aquellos con alto contenido de glicolida se degradaron con
mayor rapidez. Los perfiles de liberacion de BSA, con diferentes procesos de
degradacion para microparticulas de PLLGA y PDLLGA, se correlacionaron con la
morfologia de las microparticulas, el tamafio y porosidad, asi como con las propiedades
hidrofobas / hidréfilas y masas molares de los copolimeros y sus velocidades de

degradacion (pérdida de masa y de reduccién de la masa molar) 1.

Anugraha et al. (India, 2015) estudiaron la liberacién controlada de la vacuna filaria en
ratas usando microcapsulas de poli (L-lactida) como sustituto del adyuvante de alumbre
en este tipo de vacunas antigénicas por el problema que se presenta en usar varias
dosis de estas vacunas, por no ser tan eficiente el uso del alumbre. Para ello usaron el
método de microencapsulacién de doble emulsion W1/O/W, seguido por evaporacion
del solvente, el cual consistié en disolver las proteinas recombinantes TV (Tiorredoxina

y Venom) y FEP (proteinas epitopo filarial) en una solucion acuosa (W;) de PVA al 10%
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(p/v).El tamafio y la morfologia superficial de las particulas se analizaron mediante
microscopia electrénica de barrido (MEB).

Para estimar el contenido de proteina en las microparticulas (eficiencia de
encapsulacién), se pesaron con precision las microcapsulas y se disolvieron en
acetonitrilo para solubilizar el polimero. La suspension se centrifugdé en durante 10
minutos y el sedimento resultante se sec6 a 37 ° C. Después de la adicion y la
incubacion (1 hora a 37°C) de 100 pL de tampén de PBS al sedimento, la mezcla de
reaccion se centrifugd durante 10 min y se recogié el sobrenadante. El contenido de
proteina del sobrenadante se estimé por el ensayo con BCA (&cido bicinconinico; Smith
et al., 1985) que es un ensayo mas sensible para esta estimacion. 10 pL de muestra de
proteina se afiadierona 190 pL de reactivo de BCA (Pierce, Rockford, EE.UU.) y se
incubo6 a 37 °C, en una habitacion oscura durante 30 min, y la absorbancia se midi6 a
540-590 nm. La eficiencia de encapsulacion se calcul6 como el porcentaje en peso de

antigeno por unidad de peso de polimero (g /antigeno mg de particulas de PLA).

El estudio de la liberacion de proteinas a partir de microparticulas fue determinada por
incubacion de las particulas pesadas con precision (aproximadamente 10mg) un
tampon de PBS a 37 °C en agitacién continua. La suspension se centrifugd y el
sobrenadante se retird para su analisis. A intervalos semanales se afiadié tampdn de
PBS fresco al sedimento bajo agitacion para seguir obteniendo un sobrenadante. Este
proceso se repitid varias veces durante 3 meses. La liberacion de proteinas de las

muestras fue estimada por el método de BCA.

Los resultados mostraron por MEB que las microcapsulas de PLA con el antigeno filarial
encapsulado tenian forma esférica y eran de superficies lisas. El tamafio de las

particulas de PLA con el antigeno atrapado era de 1,67 £ 0,06 ymy 7,78 + 0,13 um. El
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porcentaje de eficiencia de encapsulacion de antigenos de TV y FEP fueron 81,36% y
78%, respectivamente. Los estudios de la liberacion in vitro demostraron que habia una
liberacion lenta de las proteinas TV y FEP a partir de las microparticulas encapsuladas
en los dias iniciales tras el contacto con soluciones acuosas tales como PBS. Se
encontré que entre el 30% y el 60% del antigeno encapsulado fue liberado en el dia
namero 56 seguido de ninguna liberacion detectable in vitro para los siguientes 30 dias.
Esto sugiri6 que habia proteinas encapsuladas asociadas a la superficie de las
particulas que se liberaron radpidamente al entrar en contacto con el PBS pero las
microparticulas en si eran estables en PBS y se conservé el antigeno atrapado durante

al menos un mes.

Los resultados mostraron que las formulaciones de PLA se encuentran para ser mas
inmunogénico y adecuado para los antigenos de filarias para generar la respuesta
inmune de larga duracién en la inmunizacion de un solo punto. Las respuestas
proliferativas celulares inducidos por las proteinas PLA encapsuladas fueron mucho
mas altas que la de alumbre adsorbido en TV/FEP y la dosis Unica de TV/FEP
probablemente debido a la larga inmunidad duradera que desencadena la formacion de

células de memoria T B9,

Dalmolin, Khalil y Mainardes (Brasil, 2016) estudiaron la liberacion de vainillina
contenida en nanocapsulas de poli (4cido lactico) tomando en cuenta el desarrollo,
caracterizacion y evaluacion in vitro de su actividad antioxidante. Estas nanocapsulas,
con vainillina en su contenido, fueron preparadas usando el método de emulsién simple
aceite/agua (O/W) seguido por evaporacion del solvente. Prepararon nanocapsulas
blanco sin vanillina bajo el mismo método. Posteriormente determinaron el porcentaje
de eficiencia de encapsulacion de la vanillina en las nanocépsulas de PLA aplicando

una relacion de la cantidad inicial de vanillina afnadida menos la cantidad de vainillina no
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encapsulada (la cual se cuantifico en el sobrenadante después de una centrifugacion)
entre la cantidad de vainillina inicial por 100%.

Las mediciones del tamafio de las particulas, la distribucion del tamafio y el indice de
polidispersidad fueron determinadas por dispersion de luz dinamica (DLS). La

morfologia fue estudiada por microscopia electronica de barrido (MEB).

La estabilidad de las nanocapsulas de PLA que contenian vainillina fue analizadapor la
observacion de posibles cambios en el tamafio medio de particula medio, indice de

polidispersidad y el contenido del farmaco durante el almacenamiento.

El perfil de liberacién in vitro de la vainillina a partir de nanoparticulas de PLA se
determind por disolucion seguido por ultracentrifugacion. Una cantidad de
nanoparticulas en suspension que contenian 1 mg de vainillina se dispers6é en un
tampon de fosfato de sodio (PBS, 0,01 M, pH 7,4) que contenia PVA 1% (w / v). El
ensayo de actividad antioxidante in vitro se realiz6 conla vainillina libre, las
nanocapsulas de PLA cargadas con vainillina y las nanocapulas blanco evaluando
mediante la medida colorimétrica delradical cation 2,2'-azinobis (acido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS ¢ +). Determinaron el porcentaje de inhibicion del
ABTS con una relacién de la diferencia entre la absorbancia de control y la absorbancia
de la muestra entre la absorbancia de control por 100%. La concentracion de vainillina
que resultd en una inhibicion del 50% de ABTS (IC50) fue calculada mediante la
regresion lineal de la concentracion de la vainillina frente al porcentaje de las curvas de
inhibicién de ABTS.

53



Antecedentes

Los resultados mostraron nanocapsulas de PLA que tenian una estructura amorfa
caracteristica, tamafos en el rango de 240 nm con alta homogeneidad en la distribucion
de tamafio. La eficiencia de encapsulacion de vainillina fue de 41%. El estudio de la
liberacion in vitro mostrdé una liberacion lenta y sostenida de vainillina gobernado por

difusion. Las nanocépsulas fueron estables durante un periodo de tres meses.

La capacidad antioxidante de las nanocpsulas de PLA cargadas con vainillina en el
escaneodel radical ABTSfue inferior para liberar la vainillina y debido a su liberacion
prolongada mostré un perfil que era en ambos casos dependiente del tiempo y la
concentracion, mientras que la vainillina libre mostré una actividad dependiente de la
concentracion. El IC50 obtenido con vainillina libre fue constante en el tiempo. El IC50
de las nanocapsulas cargadas con vainillina fue disminuyendo con el tiempo, debido a
la liberacion secuencial de farmaco a partir de nanocépsulas. Sin embargo, la vainillina
libre mostré IC50 menor que la vainillina en nanocapsulas, lo que indica la actividad in
vitro superior en antioxidantes. Este resultado puede ser debido a la liberacion

prolongada de vainillina en PLA.

El estudio concluyé en que las nanocapsulas de PLA podrian ser un enfoque util para
mejorar las propiedades biofarmacéuticas, farmacocinéticas y farmacodindmicas de la

vainillina, y permitir su uso en productos farmacéuticos, alimenticios o de salud Y.

Nacionales

Roman y Chinea (Caracas, 2005) estudiaron la velocidad de liberacion controlada del
colorante rodamina 640 (soluble en agua y con propiedades fluorescentes),in vitro,

encapsulado en los polimeros biodegradables de D,L- lactida, L-lactida-co-glicolida, y D,

54



Antecedentes

L-lactida-co-glicolida. Ademéas de eso caracterizaron la morfologia de estos sistemas
poliméricos biodegradables usando las técnicas de UV y fluorescencia laser confocal.
La polimerizacion se llevo a cabo por el método de ROP. Para la microencapsulacion
emplearon el método de doble emulsion W,/O/W, y evaporacion de solvente, cuyo
método es bueno para encapsular compuestos solubles en agua. También optimizaron
el tamafio de estas microcapsulas para obtener una distribucién estrecha, cambiando
las variables para la microencapsulaciéon. Se estudio la morfologia por MEB. Con la MC
hicieron un seguimiento de los cambios morfolégicos ocurridos en las microcapsulas
incubadas en un buffer de fosfato a pH 7 para simular el comportamiento que tendrian
las microcédpsulas en el medio fisioldgico. El proceso de liberacion de la sustancia
fluorescente fue seguido por Espectroscopia UV y fluorescencia, para ello se incubaron
las microcapsulas en un buffer de fosfato pH 7 y se realizd el estudio a diferentes
temperaturas, con el fin de obtener la constante de velocidad de liberacién a la
temperatura corporal. En los resultados de la polimerizacion encontraron un mayor
rendimiento en los polimeros con mayor cantidad de mondémero de lactida para los
copolimeros (90/10). El rendimiento de la microencapsulacion para el copolimero
Glicolida-D,L-lactida (37/63) fue 23,2%, (8/92) fue 13,4%. Debido a estos resultados,
cambiaron las condiciones de microencapsulacion, manteniendo la rapidez de agitacion
constante durante todo el proceso a 750 rev/min, eliminaron el bafio frio de la solucién
acuosa de PVA, esto llevo a que los rendimientos se incrementaran, 8/92 69;7%, 37/63,
56,5%. Luego aumentaron las concentraciones de los materiales a usar (PVA, polimero
y agar+rodamina), y los resultados fueron los siguientes 17/83 79,5%, 17/83, 67,8%.
Debido a esta optimizacion en el proceso de microencapsulacién pudieron encapsular
con los demas polimeros. Para el homopolimero D,L lactida el rendimiento fue 69;1%.
En cuanto al tamafio de las microcapsulas tomaron en cuenta la rapidez de agitacion a
250 rev/min y 750 rev/min, dando como resultado a 250 rev/min microcapsulas de gran
tamafio entre 9-15 pm que representé un 40% del total de microcapsulas, mientras que
a 750 rev/min un 70% represent6 el tamafio de las microcapsulas entre 0-5 um, por lo

tanto a mayor fuerza de agitacion la segunda emulsion se rompioé en pequefas gotas.
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En la morfologia de las microcapsulas observaron que estas eran de superficie lisa y
apariencia suave sin importar los cambios en la metodologia de la microencapsulacion.
En el ensayo de degradacion por MC la degradacion total del polimero fue en 12 dias.
Las microcapsulas mantuvieron su integridad durante el primer dia, ya en el dia 2 y 3,
comenzaron a coalescer, al cuarto dia se perdi6 completamente la geometria de las
microcapsulas, durante los siguientes dias las microcapsulas formaron una masa
amorfa y pegajosa, hasta que continué la fusion de estos dispositivos a medida que el
polimero se fue degradando hasta convertirse solo en CO2 y agua. El estudio de la
velocidad de liberacion in vitro, mostré que en la primera semana no se liberé rodamina,
por lo tanto el estudio se llevd a temperaturas mas altas (60 C,70°C y 80°C) para poder
determinar la constante de liberacion a la temperatura corporal. Encontraron que al
observar la cinética durante dias u horas la intensidad de la sefial de fluorescencia y
absorbancia disminuia faltando aun microcdpsulas por liberar. La eficiencia de
encapsulacion del principio activo fue de 26,2%. Las microcipsulas preparadas con el
copolimeroL-lacida/glicolida (68/32) presentaron mayor constante de velocidad de
liberacion de rodamina a las temperaturas de estudio. La velocidad de liberacion de las
microcdpsulas preparadas a diferentes composiciones poliméricas ocurre la

degradacion del polimero 132,

Serrano et al. (Caracas, 2005) estudiaron la resistencia de glibenclamida sobre la
Leishmania sp in vitro e in vivo, haciendo estudios genéticos y moleculares de nuevos
blancos. En estudios anteriores realizados por ellos mismos, han observado la
susceptibilidad diferencial de glibenclamida de distintas especies de Leishmania, como
por ejemplo L. (L.) mexicana y L. (V.) braziliensis. En el caso particular de L. (L.) major,
la droga afecto la entrada y establecimiento de la infeccién en el macréfago por parte de
promastigotes al igual que la sobrevivencia del amastigote una vez establecida la
infeccion; la droga no mostré ningun efecto sobre la viabilidad y funcionamiento del

macrofago. Determinaron en este estudio que la glibenclamida afecta la viabilidad de
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Leishmania sp., siendo el estado amastigote mas susceptible que el promastigote. El
efecto de la droga es dosis dependiente tanto in vivo como in vitro. En términos
terapéuticos, la glibenclamida resulté ser mas eficaz que el glucantime en ratones

BALb/C infectados con L. (L.) mexicana P2,

Morgado y Chinea (Caracas, 2006) estudiaron la inhibicién de la enzima monoamino
oxidasa (MAO-B) en la enfermedad de Parkinson, usando polimeros biodegradables de
PLA y PLGA como agentes de liberacion del medicamento L-deprenilo, formando
microcapsulas de estos polimeros cargados del farmaco en cuestion, por el método de
microencapsulacion de doble emulsion W,/O/W, seguido por evaporacion del solvente.
La sintesis de estos biopolimeros se llevo a cabo por el método de ROP. El porcentaje
de rendimiento de produccion del homopolimero fue de 80% y del copolimero 62%. La
eficiencia de encapsulacion fue para el homopolimero 12,4% y el copolimero 17,8%.
Determinaron por microscopia laser de barrido que la morfologia de las microcapsulas
era esférica regular con superficie lisa y el tamafio promedio de estas (determinado por
microscopia laser confocal), para ambos polimeros, fue de 7,4 um y el de mayor
frecuencia fue de 5 a 6 um. En el ensayo in vitro de la actividad enzimatica con MAO,
encontraron que la concentracion liberada del medicamento fue cercano a su IC50
(50% de su capacidad inhibitoria de la actividad enzimatica), siendo exitoso con poca
aplicacion de microcapsulas durante 30 minutos, a pH cercano al fisiolégico y a

temperatura ambiente 2.

Pesquera, Chinea y Serrano (Caracas, 2017) estudiaron el perfil de liberacion
controlada de ciclopirox olamina contenido en microcapsulas de poli lactida-co-glicolida
sobre la viabilidad de promastigotes de Leishmania braziliensis, como sistema
terapéutico para emplearlo como tratamiento en la leishmaniasis. Estos polimeros
biodegradables fueron sintetizados por el método ROP a diferentes composiciones

masicas de glicolida y D,L lactida. El método de encapsulacién de farmaco empleado
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fue el de doble emulsiébn seguido por evaporacién de solvente. Las microcapsulas
fueron caracterizadas por MEB. Los ensayos in vitro para determinar el perfil de
liberacion del farmaco fueron llevados a cabo en buffer PBS a 29°C y medio de cultivo
lit (medio que proporciona las condiciones necesaria para el habitat de los parasitos)
también a 29°C. Posteriormente procedieron a realizar una curva de crecimiento de los
parasitos frente a las microcdpsulas con farmaco, medicamento puro (presion positiva),
microcapsulas vacias (las cuales fueron preparadas por una emulsion simple por
evaporacion de solvente), y los parasitos sin presion positiva (sin nada que contuviera
CX. Por ultimo, evaluaron la citotoxicidad del medicamento sobre macr6fagos BMDM y
el ECso.

Como resultados, obtuvieron los polimeros por esta sintesis en composiciones de 99:1,
98:2 y 95:5, demostrando experimentalmente los resultados con los espectros RMN-'H
(porcentaje de glicolida y lactida). Las micrografias de MEB mostraron capsulas con
farmaco con superficie lisa y con una estructura interna tipo panal o reservorio, estando
el tamafio entre 20-45 um en su mayoria. La eficiencia de encapsulacion estuvo entre
4-5 % para las composiciones 1y 3, respectivamente. Los perfiles de liberacion en PBS
mostraron una expulsion rapida del medicamento para ambas composiciones de
microcapsulas poliméricas en los primeros 3 dias de ensayo (efecto burst),
seguidamente de una liberacién prolongada (pero no tan lenta), siendo asi una
liberacion bifasica. Sin embargo, para la composicion 1 se liber6é un 62% del farmaco en
los primeros 3 dias y para la tercera composicion se liberé casi el 90%, por lo cual
encontraron que este ultimo dispositivo no funcionaba como sistema de liberacion
controlada, por lo cual la primera composicion fue la empleada en los posteriores
ensayos. La liberacion en medio lit fue mas rapida que en PBS para ambas
composiciones, pero demostraron que era debido a desgastes de las microcapsulas lo
cual produjo una expulsién hacia la superficie del constructo, y no por accién de las
sustancia que conformaban el medio en si. En cuanto a la curva de crecimiento,

encontraron un efecto parasiticida del medicamento dispensado de las microcapsulas,
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ademéas de un efecto leishmanicida (minimo pero detectable) de las microcéapsulas
vacias sobre los parasitos. Los ensayos de citotoxicidad mostraron que el CX es letal
para los macrofagos a concentraciones de 100 uM o superiores. El ECso obtenido fue
de 29,73 puM [,
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IV. OBJETIVOS

IV.1 Objetivo general

Sintetizar un polimero biodegradable a base de L-lactida y D, L-lactida, que sirva de
base para la elaboracion de un dispositivo de liberaciébn controlada del farmaco
ciclopirox, para con ello determinar su efecto biolégico sobre la viabilidad de Leishmania

braziliensis.

IV2. Objetivos especificos

Sintetizar los polimeros biodegradables de DLPLA y LPLA por el método ROP

usando D,L-lactida y L-lactida como mondmeros de partida, respectivamente.
e Caracterizar los polimeros por resonancia magnética nuclear (*H-RMN y *C-
RMN), por andlisis térmico (DSC) y por determinacion del peso molecular

promedio Vviscoso.

e Emplear el método de doble emulsibn W/O/W seguido por evaporacién de

solvente para generar las microcapsulas de polimero cargados con CX

e Determinar el rendimiento de produccion y eficiencia de encapsulacion del CX en

las microcapsulas.

e Caracterizar por Microscopia Electronica de Barrido la morfologia superficial y

estructura interna de las microcapsulas
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Estudiar la degradacion del polimero sin contenido de CX en condiciones

fisiologicas

Determinar el perfil de liberacion del farmaco CX incluido en microcapsulas, en

solucién buffer de fosfato y medio de cultivo de parasitos

Determinar el efecto del farmaco CX incluido en microcdpsulas, sobre la

viabilidad de promastigotes de Leishmania braziliensis
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V. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Materiales, reactivos y equipos usados.

Equipos

Bafno termostatado (marca HER ZOG, modelo THERMOSTAT T 7V, Inc.,
Germany)

Ultrasonido (5210 BRANSON, modelo 52100RDTH, Inc. EUA)

Espectrofotometro de UV-Visible (marca HEWLETT PACKARD, modelo 8453)
Espectrofotometro de lector de placas, ELISA (marca Tecan Trading AG, modelo
INFINITE M200, Suiza)

Incubadora microbioloégica con agitacion (modelo 311DS. Labnet International,
Inc., EUA).

Incubadora microbioldgica con flujo de CO2 (modelo AutoFlow 8500. NuAire, Inc.,
EUA).

Microscopio Electronico de Barrido (marca Quanta, modelo 250 FEG. FEI
Company, EUA)

Agitador (VORTEX MIXER, modelo LE-335, Alemania L&M)

Equipo de Resonancia Magnética Nuclear (marca Bruker, 300 MHZz)

Calorimetro Diferencial de Barrido (marca Perkin EImer, modelo DSC 7
Microscopio 6ptico (marca ERNST LEITZ WETZLAR, Alemania)

Microscopio optico (marca OLIMPUS, modelo CX31, Japon)

Camara de Neubauer (marca BOECO, brigth-line, Alemania)

Viscosimetro capilar (marca Jena Er Glas Werk Schott Land Gen. Mainz)

Reactivos

Solventes: Metanol (Fisher Scientific International Inc., EUA), diclorometano
(EMSURE ACS, 1SO, REAG.), acetato de etilo (IQE, Venezuela), cloroformo
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V.1l

(Fisher Scientific International Inc., EUA), 1-dodecanol (BDH Chemicals, Ltd.,
Gran Bretana)

Mondmeros: D,L-Lactida y L-lactida (Polysciences, Inc., EUA).

Catalizador: Cloruro de estafio dihidratado (Allied Signal-Riedel-de Héaen,

Alemania)

Surfactantes: Polivinilalcohol (PVA) (85.000-146.000 uma promedio) (Aldrich

Chemical Company, Inc., EUA) y Agar-agar (Aldrich Chemical Company, Inc.,
EUA).

Medicamento: Ciclopirox olamina (Sigma-Aldrich Corporation, EUA).

Buffer de fosfato (pH = 7) (Anachemia Ltd., Canadd).

Paraformaldehido (Sigma-Aldrich Corporation, EUA).
Medio de cultivo LIT (pH = 7,2) preparado por el laboratorio de Biologia y

Quimioterapia de Parasitosis Tropicales (KCI, NaCl, triptosa, hemina, extracto de
higado, extracto de levadura, glucosa, difosfato acido de sodio, suero bovino
fetal)

Parasitos L. braziliensis (cepa MHOM/CO/87/UA301, proporcionado por Carlos
Muscus, Programa de Estudio y Control de Enfermedades Tropicales,

Universidad de Antioquia, Colombia)

Sintesis de poli (D, L-lactida) y poli (L- lactida) por apertura de anillo en

masa

Antes de realizar la sintesis, se secaron los mondémeros por liofilizacion y luego fueron

purificados por recristalizacion en acetato de etilo.

Se disolvid 1 g de los monémeros (DL- lactida y L- lactida) en diclorometano (el cual fue

secado con una amalgama de sodio/potasio y benzofenona), para luego ser

transferidos a las ampollas de vidrio, las cuales fueron curadas previamente en

atmosfera inerte. Posteriormente se afadieron, a cada ampolla, 2,5 mL de una

suspension de cloruro de estafio (Il) dihidratado (catalizador), y 2,5 mL de una solucién
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de 1-dodecanol (iniciador) (todas éstas preparadas en diclorometano); estas porciones
de catalizador e iniciador representaron un 0,2% y 0,05% de la masa total de los
monomeros, respectivamente. Una vez transferidos todos los reactivos, se
homogeneizé la mezcla y se procedid a retirar todo el solvente haciendo vacio,
seguidamente se sellaron las ampollas (manteniendo el vacio) y se sumergieron en un
bafio térmico a 160 °C (temperatura de fusion del monémero) durante 8 horas continuas.
Una vez culminado el proceso de sintesis, se guardaron las ampollas en el refrigerador
para detener la reaccion. Los productos se recolectaron rompiendo las ampollas, y para
aislar los polimeros, se disolvi6 todo en diclorometano, y luego estos se precipitaron con
un exceso de metanol. Finalmente, se recolectaron los polimeros, poli (DL-lactida)
(PDL) y poli (L-lactida) (PL) por centrifugacion, se secaron al vacio, y se almacenaron
en atmosfera inerte para su posterior caracterizacion por Resonancia Magnética
Nuclear (*H-RMN y *C-RMN).

A continuacion en la figura 24 se muestra una imagen del montaje empleado para

llevar a cabo la sintesis de los polimeros:

L

N )= N=—=2"

REREIE

——

Figura 24. Montaje del sistema empleado para el llenado y manipulacion de las ampollas (sintesis de los
homopolimeros)
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V.1.2 Caracterizaciéon por Resonancia Magnética Nuclear (*H-RMN y **C-RMN) de
PL y PDL
Las muestras se prepararon tomando entre 4-5 mg de polimero, disolviéndolos en
cloroformo deuterado para su posterior andlisis en un equipo de Resonancia Magnética

Nuclear.

V.1.3 Andlisis de Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC). Analisis térmico

Este andlisis se llevé a cabo en el equipo DSC 7 Perkin Elmer, donde se determiné la
temperatura de transicion vitrea (Tg) de PL, afiadiendo 5,1 mg de polimero en un porta-
muestra de aluminio, el cual se sometié a un calentamiento gradual de temperatura
entre 25°C y 200°C a una velocidad de 20°C/min en atmoésfera inerte de nitrégeno y
enfriamiento posterior hasta la temperatura de partida con igualdad de condiciones y
gradiente.

V.1.4 Determinacion del peso molecular promedio de PL por viscosimetria

Para determinar el peso molecular de poli (L-lactida) por viscosimetria, se preparé una
solucién madre del mismo (0,2 %p/v) en cloroformo y se hicieron 2 diluciones cuyas
concentraciones fueron 0,05 y 0,12 %p/v también en cloroformo. Como primer paso se
determinod la viscosidad especifica a 25° C (nesp, Ver en apéndice 1), evaluando el
tiempo de recorrido en el cual el solvente puro alcanzaba el aforo del segundo bulbo del
viscosimetro de Ostwald (to) (iniciando la medicion desde el primer aforo, ver figura 25),

y seguidamente se determind el tiempo de recorrido de las soluciones poliméricas (tn).

. ~ ., . . . , . nes
Una vez obtenido estos parametros se determind la viscosidad intrinseca (ni :TP)

graficando nesp VS € (g/mL) (ver en apeéndice 1). Posteriormente se relaciond esta
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viscosidad con los parametros de Mark-Houwink-Sakurada reportados en la bibliografia

B4 para este polimero en cloroformo y a 25°C (donde k = 2,48x103y a =0, 77), con la

siguiente expresion:

ni = kM2 (1)

Aforo 1 ﬂ>
\,

= OfOro 2

Figura 25. Viscosimetro de Ostwald

Es importante mencionar que no se determiné el peso molecular del poli (D,L-lactida)

debido a que no se contaba con polimero disponible para este ensayo en particular.

V.2 Microencapsulacion de los polimeros (sin contendido de CX) por el método

de emulsiéon simple por evaporacion de solvente

Para realizar las microcdpsulas se preparé una solucién entre 70-100 mg de polimero
en 6 mL de diclorometano la cual represento la fase organica o fase dispersa, y la fase
acuosa o fase continua, era una solucion de PVA al 1% p/v. Ambas soluciones se
mantuvieron en refrigeracion. Luego, para generar la emulsion, se procedié a comenzar

la agitacion de 25 mL de la solucién de PVA a 700 rpm, y seguidamente se afiadieron
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los 6 mL de la solucién polimérica. Se mantuvo la agitacion a esa velocidad durante 30
minutos con las soluciones aun en frio, y luego se continué agitando cuatro horas y
media a temperatura ambiente. Una vez finalizado el proceso, se recolectaron las
microcapsulas por centrifugacion, se lavaron cuidadosamente con agua destilada tibia,
se secaron al vacio y se guardaron en atmésfera inerte para su posterior
caracterizacion por Microscopia Electronica de Barrido (MEB) y realizacion de ensayos

in vitro.A continuacion, en la figura 26 se muestra el montaje empleado:

Figura 26. Montaje experimental a emplear en la elaboracién de las microcapsulas

V.2.1 Estudio de la degradacién de las microcapsulas sin contenido de CX.

Ensayo in vitro en condiciones fisiol6gicas humanas

Se tomaron entre 3-5 mg de cada microcdpsulas vacias y se afiadieron a 1 mL de
solucion buffer de fosfato (PBS, por su siglas en inglés phosphate buffer solution a pH
=7) dispuestos en tubos de ensayo, los cuales fueron sumergidos en un bafio térmico a
una temperatura constante de 37 ° C durante un periodo de tiempo que permitiera
estudiar la degradacién de las microcapsulas, hasta que perdieran su morfologia
esférica. Para estudiar estos cambios en la morfologia de los dispositivos, se tomaron

alicuotas cada cierto tiempo y se observaron en el microscopio 6ptico.
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V.3 Microencapsulacion de los polimeros cargados con CX por el método de

doble emulsién por evaporacion de solvente

Se prepararon 2 formulaciones de los polimeros obtenidos, PL y PDL. Para preparar la
primera emulsion, se dispuso en un embudo de adicion 1 mL de una solucion de agar-
agar al 0,2% p/v donde habia disuelto 8 mg de cliclopirox olamina. Esta fase dispersa
fue afadida gota a gota sobre 6 mL de una solucion polimérica al 1,7% p/v (fase
continua) la cual se encontraba en agitacién ultrasénica y a una temperatura entre 12-
15 °C. Una vez culminada la adicion de la fase dispersa, se continué la agitacion
durante 10 minutos aproximadamente. Posteriormente, esta primera emulsion se afadié
a 25 mL de una solucion de PVA al 1% p/v la cual estaba en agitacibn mecanica a 800
rpm y en un bafio de hielo a 4-6°C. Durante 30 minutos se mantuvo la agitacion y la
temperatura anterior; luego se retird6 el bafio de hielo y se dej6 agitando la doble

emulsién a la misma velocidad durante 4 horas y media a temperatura ambiente.

Una vez culminado el proceso de encapsulacion, se recolectaron las microcapsulas por
centrifugacion y se lavaron con agua tibia para retirar el exceso de PVA y agar-agar.
Posteriormente fueron secadas al vacio y guardadas en atmésfera inerte para su

posterior caracterizacion por MEB y realizacién de ensayos in vitro.

A continuacién, en la figura 27 se muestra el montaje empleado:
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Figura 27. Montaje experimental a emplear en la elaboracion de las microcapsulas con CX.

V.2.2 Caracterizacién de microcapsulas PL y PDL con y sin contenido de CX por

Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)

Las microcapsulas fueron afadidas sobre un adhesivo de fibra de carbono y fueron
cubiertas con oro para hacerlas semiconductoras y asi poder capturar las micrografias

en el Microscopio Electrénico de Barrido.

V.3.2 Eficiencia de encapsulacién de CX en las microcépsulas

Para determinar la cantidad de CX contenido en las microcapsulas de cada formulacion,
se procedié a disolver entre 4-6 mg de las mismas en 10 mL diclorometano por
duplicado, para asegurar la liberacion total del medicamento en la solucion. Luego la
concentracion del farmaco en estas soluciones (no fue necesario realizar diluciones) fue
determinada por espectrofotometria UV-Visible a una longitud de onda de 306 nm
usando una curva de calibracion de CX en diclorometano la cual fue realizada
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previamente (ver anexo 1). También muestras de polimero fueron disueltas en el

solvente mencionado y se determiné que a esta longitud de onda de trabajo no absorbe.

La eficiencia de encapsulacion del farmaco (E.E) se calculé con la ecuacién 2, y

ademas se expresO también como de rendimiento de produccion de capsulas (R), y

) [6,55]

contenido de droga en las microcapsulas (C.D . A continuacién se expresan las

ecuaciones:

Masa de farmaco encapsulada {en la masa neta de microcapsulas)
%E.E = - — x100% (2)
Masa de farmaco inicial

%R = Masa neta de microcapsulas 100 (3)
?™~ Masa total de polimero + droga usada en fm‘mulacifmx

Masa de fAarmaco encapsulada
% C.D = , - x100 (4)
Masa de microcapsulas

V.3.3 Perfil de liberacion de CX por degradaciéon de las microcapsulas. Ensayo in
vitro en PBS

En una placa microtituladora de 24 pozos, fue afladido 1 mL de soluciéon de buffer de
fosfato (PBS, por sus siglas en inglés) en 6 pozos, realizando las mediciones por
duplicado. En cada pozo, se afadi6 2 mg de microcapsulas con CX de cada
formulacion muestras por duplicado), ademas de capsulas sin farmaco que actuaron
como blanco. Seguidamente, se procedié a incubar durante 1 hora a 37°C y camara
hameda, con la finalidad de mantener la saturacion y asi evitar la evaporacion de PBS

contenido en los pozos. Pasada una hora de exposicion en el primer dia, se procedi6 a
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tomar 2 alicuotas de 200 puL por cada pozo (medidas por duplicados). Al quinto dia
de medicion y en adelante se tomaron alicuotas de 100 pL (con la finalidad de disminuir
la pérdida de PBS con el CX dispensado) para luego transferir a una placa de 96 pozos,
a la cual se le incidio radiacion ultravioleta en un espectrofotometro de Elisa (lector de
placas) a una longitud de onda de 306 nm. Lo anterior, con la finalidad de determinar
las absorbancias y asi hallar la concentracion de CX liberado mediante una curva de
calibracion, la cual fue previamente realizada (ver en anexo 2). Una vez culminado el
proceso de medicion, las alicuotas fueron re-agregadas a los pozos de origen para

evitar modificar la cantidad de CX dispensado.

V.3.4 Perfil de liberacion de CX por degradacién de las microcdpsulas. Ensayo in
vitro en medio LIT
Con la finalidad de realizar el perfil de liberacibn mencionado, fueron dispuestas 3 fiolas
con 5 mL de medio LIT, a las cuales se afiadieron las siguientes condiciones,
respectivamente: a.- 1,65 mg de microcapsulas de PDL cargadas con Cx; b.- 2,8 mg
microcapsulas de PL cargadas con CX; c.- 1 mg de microcapsulas de PL sin farmaco.
Seguidamente, cada condicion fue incubada a 29 ° C, en agitacion constante, por un
espacio de 4 horas. Transcurrido este periodo de tiempo, se procedi6 a tomar 2
alicuotas de 100 pL por cada fiola (medidas por duplicados), las cuales fueron
dispuestas en una placa de 96 pozos. Seguidamente se realizaron mediciones a una
longitud de onda de 306 nm, durante 8 dias continuos. Finalmente, fue determinada la
concentracion de CX liberado por las microcapsulas, mediante una curva de calibracion

realizada previamente en medio LIT (ver anexo 3).

V.3.5 Determinacion de la viabilidad de promastigotes de Leishmania braziliensis
en presencia de microcapsulas cargadas con CX mediante conteos directos.

Curva de crecimiento
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Con la finalidad de realizar esta determinacion, fueron dispuestas 18 fiolas, a las cuales
se les agreg6 1x10° paréasitos/mL, en 5 mL de medio LIT. Se realizaron series por
triplicado. Las condiciones afadidas bajo esterilidad fueron las siguientes: Condicion A:
parasitos sin presion selectiva; condicion B: parasitos expuestos a 30uM CX,
(concentracién del EC50 determinado en la TEG de Luis Pesquera ®); condicién C:
parasitos expuestos a 1,68 mg de PDL con CX; condicion D: parasitos expuestos a 2,8
mg de microcapsulas de PL cargadas con CX (cuya concentracion tedrica liberada por
ambos dispositivos, de acuerdo a estos pesos, es 30 uM); condicién E: parasitos
expuestos a 1 mg de microcapsulas de PL sin CX; condicién G: parasitos expuestos a 1
mg de microcipsulas de PDL sin CX. Cada condicion, se mantuvo a 29 °C, tomandose
alicuotas de todas las condiciones cada 24 horas para efectuar conteos directos de
proliferacion parasitaria en la camara de Neubauer por un total de 8 dias continuos. Una
vez obtenido el contaje, se calculd la cantidad de parasitos mediante la siguiente

ecuacion:

# total de parasitos

Parasitos/mL = x factor de diluciénx 10*  (5)

# de cuadrante
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

VI.1  Sintesis de poli (D, L-lactida) y poli (L- lactida) por apertura de anillo en
masa
Se obtuvieron polimeros sdlidos, siendo PDL color blanco brillante, de aspecto
espumoso, y PL color blanco, de aspecto cristalino. Es importante mencionar que
durante la sintesis parte de la ampolla de PDL no estaba totalmente sumergida y el
mondmero adherido a las paredes no reacciond de manera eficiente, durante las 8
horas, lo cual contribuy6 a una disminucion del rendimiento de reaccion, al igual que la
ampolla con PL restos de mondmeros quedaron adheridos al vidrio, sin embargo, no fue
tanto como en el caso de PDL, dando un rendimiento bastante aceptable. En trabajos
anteriores ¥ se reporté un rendimiento para PDL de 80%. A continuacién se muestra

en la tabla 1 los rendimientos de reaccion:

Tabla 1. Rendimientos de reaccion. Sintesis de Poli (L-lactida) y Poli (D,L-lactida) en masa

Polimero PeSOinicia (9) Pesofina (9) %Rendimiento
PDL ‘ 1,0360 0,1450 14,00

PL ‘ 1,3750 0,8070 58,70

VI.1.2 Caracterizacién por Resonancia Magnética Nuclear de Protones y Carbono
(*H-RMN y C-RMN) de PL y PDL

En los siguientes espectros se comprobd la formacion de estos polimeros, identificando
los protones metilicos y metinicos de la lactida (D,L y L) por espectroscopia de *H-RMN
y los carbonos carbonilicos, metilicos y metinicos por *C-RMN. Ademés de ello,
mediante esta caracterizacion, se pudo determinar la tacticidad (estéreosecuencia

asociada) que estéa relacionado con la cristalinidad de ambos polimeros de acuerdo a
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sus respectivos monomeros de partida, los cuales confieren estas caracteristicas. A

continuacion en las figuras 28 y 29 se observan los espectros *H-RMN:
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Figura 28. Superior: Espectro *H-RMN de PDL. Inferior: Sefiales ampliadas de los protones metilicos y metinicos.
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Figura 29. Superior: Espectro 'H-RMN de PL. Inferior: Sefiales ampliadas de los protones metilicos y metinicos.

En los espectros *H-RMN para ambos polimeros, aparecen dos sefiales caracteristicas
de mayor intensidad entre 1,5-1,6 ppm y 5,1-5,3 ppm que corresponden a los 3
protones metilicos y 1 protdbn metinico, respectivamente. Ademas de ello, se observan
sefales de muy baja intensidad entre 0-1 ppm y 3-4 pm (con dos sefales diferenciadas
en este Udltimo rango) que corresponden a los protones metilicos y metilénicos,
respectivamente, del iniciador 1-dodecanol que forma el grupo -OR del éster al inicio de
la cadena polimérica; la baja intensidad se debe a que este representa una pequefia
parte de la cadena polimérica. En las sefiales correspondientes a los protones metilicos
y metinicos, se nota una diferencia significativa en el acoplamiento de los mismos; en el
caso de PDL se observan multipletes en la sefiales de los protones metinicos y
metilicos y en PL se observa la multiplicidad esperada de acuerdo al acoplamiento de

estos protones (doblete en protones metilicos y cuadruplete en protones metinicos). La
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justificacion para este fendmeno, es debido a que PDL posee una alternabilidad en su
estereoquimica (estéreosecuencia heterotactica), lo que hace que fragmentos del
polimero tengan una configuracion s y otras R; esto modifica el ambiente quimico del
protdbn metinico y metilico haciendo que las sefiales se solapen, de tal manera que se
observen multipletes en lugar de un doblete y un cuadruplete. Por otro lado, PL posee
una sola configuracion R o S en la mayor parte de su estructura (estéreosecuencia
isotactica), lo que permite un acoplamiento de protones con una sola contribucion de

acuerdo a su configuracién (hecho justificado con los espectros de *C-RMN).

En la tabla 2 se muestran las asignaciones respectivas de las sefiales para cada proton

con sus desplazamientos quimicos (8):

Tabla 2. Desplazamientos quimicos de los protones correspondientes a los grupos metilo y metino.

Polimero Protones Multiplicidad Sexp Sreportado
(ppm) (ppm) ©°
CH3-CHR;R, (R, Multiplete 1,54-1,59 1,57
=C00-; R, = -CO0)
PDL CHR:R;R;
(Ri=CH; Multiplete 5,13-5,21 5,13
R,=COO-; Ry=-
COO0)
CH3-CHR;R, (R: Duplete 1,55-1,57 1,57
=COO0-; R, = -COO)
PL CHR;R2R3
(R1=CHj; Cuadruplete 5,14-5,17 5,13
R,=COO-; Ry=-
COO0)

A continuacion en las figuras 30 y 31 se muestran los espectros de **C-RMN:
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Figura 30. Superior: Espectro **C-RMN de PDL. Inferior: Sefiales ampliadas de los carbonos metilicos, metinicos y

carbonilicos.
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Figura 31. Superior: Espectro 3C_RMN de PL. Inferior: Sefiales ampliadas de los carbonos metilicos, metinicos y
carbonilicos.

Se observa para ambos polimeros, tres sefales caracteristicas entre 15-18 ppm, 60-70
ppm y 160-180 ppm que corresponden a los carbonos metilicos, metinicos y
carbonilicos (del éster), respectivamente. Para el espectro de PL, se observa una sefial

[57]

de muy baja intensidad en 20 ppm aproximadamente , lo que corresponde a

carbonos metilénicos.

En la tabla 3 se muestran las asignaciones respectivas de las sefales para cada

carbono con sus desplazamientos quimicos (d):
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Tabla 3. Desplazamientos quimicos de los carbonos correspondientes a los grupos metilo, metino y carbonilo.

Polimero Carbono Bexp Oreportado
(ppm) (ppm) B9
CH3-CHR;R; (R: 16,65-16,74 16,8
=COO0-; R; = -COO)
CHR;R,R;
(Ri=CHj; 69,02-69,15 76,2
PDL R,=COO-; R3=-
COO0)
R,R,CH-COO-
(R1=CHs; 169,14-169,62 176
R,=COO0-)
CH3-CHR;R; (R, 16,64-16,67 16,8
=COO0-; Rz =-C0O0)
CHR;R,R;3
(Ri=CHs; 69,02 76,2
PL R,=COO-; R3=-
COO0)
R,R,CH-COO-
(Ry=CHj; 169,61 176
R,=COO0-)

Los desplazamientos de los carbonos metinicos y carbonilicos son mas altos que los
reportados en la literatura; esto se atribuye a que es una cadena polimérica donde se
tiene la contribucion de muchos carbonos, haciendo que el calculo de los

desplazamientos no coincida con tanta exactitud para los experimentales.

En una ampliacién del espectro **C-RMN para PL (figura 32) se observa una Unica
seflal en la regiébn de 170 ppm (correspondiente al carbono carbonilico), que nos
permite decir que la estérosecuencia microestructural del polimero es isotactica. En el

caso de PDL (figura 33) se observa estéreosecuencias de hexadas (secuencia
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configuracional en la cadena de polimero) en la regibn comprendida entre (169,8-169
ppm) reportadas por Bero y col (1990) ¥ donde se encuentran tres bandas anchas
producto del solapamiento de la sefial de carbono carbonilico. En la banda que se
banda (169,3-1969,5 ppm) incluye las hexadas iiisi, isiii, iisii, Sisii, iiSiS y sisis y la tercera
banda (169,1-169,2 ppm) incluye las hexadas isisi. Estos desdoblamientos de las
sefales indican que el polimero presenta una estéreosecuencia aleatoria (polimero

heterotactico).
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Figura 32. Espectro 13C-RMN con sefales particulares ampliadas para PL.
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Figura 33. Espectro 3C-RMN con sefiales particulares ampliadas para PDL.

Estas estéreosecuencias particulares, muestran que en el proceso de polimerizacién la
configuracion del carbono metinico se mantiene, debido a que el atague nucleofilico se
da sobre otro carbono, que no posee configuracién (carbono carbonilico). Aunado a ello,
estas tacticidades confieren un arreglo mas ordenado en el caso de PL (isotactico), que

lo hace semicristalino, mientras que PDL por ser heterotactico posee un arreglo amorfo.

VI.1.3 Analisis de calorimetria diferencial de barrido (DSC). Anélisis térmico

El andlisis térmico por DSC fue realizado solo para PL debido a que no se contaba con
polimero PDL disponible. La temperatura de transicion vitrea determinada fue 51,54 °C
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(ver termograma en anexo 4). En la literatura se reporta un Tg para este polimero entre
53-64 °C ¥ El punto de fusién no se registré por la velocidad de enfriamiento

empleado en el andlisis, la cual no permitié un proceso de cristalizacion eficiente.

VI.1.4 Determinacion del peso molecular promedio de PL por viscosimetria

El peso molecular promedio viscoso para PL fue 1348,40 g/mol, para una viscosidad

intrinseca determinada a 25 °C, en cloroformo, de 0,6374 mL/g.

Este valor indica que el polimero en efecto tiene un peso molecular lo suficientemente
alto para que tenga una estereorregularidad semicristalina y sea solido. Ademas, para
las condiciones empleadas en la sintesis, es posible que el tiempo de reaccion no fuera
lo suficientemente largo para generar un polimero con un mayor peso molecular; el tipo
de catalizador e iniciador y sus concentraciones, también afectan de manera importante

el peso molecular de los polimeros.

VI.2 Microencapsulacion de los polimeros (con y sin contendido de CX) por el

método de emulsidén simple y doble emulsiéon por evaporacion de solvente

VI.2.1 Estudio de la degradacién de las microcapsulas sin contenido de CX.

Ensayo in vitro en condiciones fisiolégicas humanas

Los cambios morfoldgicos de las microcapsulas de PL y PDL fueron evaluados por
la degradacion hidrolitica en una solucion de PBS a pH = 7 a 37° C, en funcion del
tiempo. Es importante mencionar, que aunque las condiciones fueron semejantes a
las del cuerpo humano, no significa que el comportamiento evaluado en este ensayo

in vitro corresponda al que se observaria en el medio fisiologico, debido a que en
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sistemas in vivo hay factores, ademas del pH y temperatura, que pueden influir
fuertemente en la degradacion hidrolitica de estos polimeros biodegradables, como
las enzimas (como algunas hidrolasas en el cuerpo humano, que tienen preferencia
por hidrolizar las zonas amorfas de los polimeros biodegradables ®%). La intencion
de este ensayo, fue ver como la degradacion de un polimero amorfo (PDL) y
semicristalino (PL) de polilactida, afecta el cambio morfoldgico de las microcapsulas
de maneras diferentes, a unas condiciones lo mas cercanas a las del sistema
fisiolégico humano, para tener un parametro de degradacién, ya que la temperatura

y el pH afectan directamente este proceso mediante la hidrélisis de estos poliésteres.

A continuacion se muestran las micrografias de los cambios morfolégicos desde la

figura 34 ala 43:

Figura 34. Micrografias de a) PDL y b) PL a 1 hora de exposicién en PBS a 37°C.
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Figura 36. Micrografias de a) PDL y b) PL a 30 horas de exposicién en PBS a 37°C.
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Figura 38. Micrografias de a) PDL y b) PL a 7 dias de exposicién en PBS a 37°C.
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Figura 40. Micrografias de a) PDL y b) PL a 30 dias de exposicion en PBS a 37°C.
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Figura 42. Micrografias de a) PDL y b) PL a 79 dias de exposicién en PBS a 37°C.
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Figura 43. Micrografias de a) PDL y b) PL a 103 dias de exposicion en PBS a 37°C.

Se puede observar que a la primera hora y a las 7 horas de exposiciéon en el medio, las
microcapsulas aun conservaban su morfologia, y algunas poseian pequefas erosiones
superficiales. Pasado un dia de exposicidén (30 horas) se noté una aglomeracion de las
microcapsulas de PDL con algunas que mostraron una pérdida de morfologia esférica,
en el caso de las microcapsulas de PL se noté poca aglomeracion con algunas
erosiones visibles en la superficie, pero estas mantenian ain su morfologia esférica. Ya
a los 3 dias de exposicion (72 horas), la pérdida en la morfologia de PDL fue evidente,
mientras que PL aun mantuvo su morfologia esférica. Al dia 7 se observaron algunas
microcépsulas de PDL que mantenia aun su morfologia esférica, mientras que las de PL
estaban aglomeradas con erosiones mas intensas en su superficie. Seguidamente, a
los 14 dias de exposicion, ya las microcapsulas de PDL perdieron totalmente su
morfologia esférica, encontrdndose como una masa amorfa; en el caso de las
microcapsulas de PL todavia poseian una morfologia esférica. Posteriormente, al mes
de exposicion (30 dias), se not6 una disgregacién de la masa amorfa en las
microcapsulas de PDL, mientras que PL permanecié en su forma esférica con erosiones
en su superficie. Al transcurrir los 49, 79 y 103 dias (casi 3 meses y medio), se mantuvo
la masa amorfa de PDL (es menos cantidad), pero las microcapsulas de PL siguieron
manteniendo su morfologia esférica, pero con grandes erosiones en su superficie,
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apreciandose especificamente en la figura 43b pérdida parcial de la morfologia de

algunas microcapsulas.

La diferencia en la degradacion fue significativa. Aun y cuando se trata de polilactida o
poliacido lactico, la estereoquimica asociada al carbono metinico de la lactida o acido
lactico, confiere propiedades estructurales diferentes en cuanto al arreglo cristalino
(como se verificé en la caracterizacién por *C-RMN), dando como resultado un
polimero amorfo de PDL y semicristalino de PL, lo cual conlleva a que estos materiales
presenten diferencias en su degradacion hidrolitica. En la bibliografia se ha reportado,
que el polimero PDL es amorfo y el PL es semicristalino >® y esto produce, en cuanto
a la hidrdlisis, que el PDL sea més facil de degradar debido a que el ataque nucleofilico
del agua sobre el carbono carbonilico del éster esta mas favorecido, mientras que PL
por tener un arreglo semicristalino (zonas del polimero donde hay cadenas mas
ordenadas, ya que también hay zonas amorfas), presenta menos disponibilidad del
carbono carbonilico del éster para que sea atacado nucleofilicamente por el agua,
haciendo que sea mas resistente a la hidrdlisis, y que el ataque se dé principalmente en
las zonas amorfas. En general, los materiales poliméricos con estructuras
semicristalinas son mas resistentes a la hidrélisis que los que tienen estructuras
amorfas ®Y. Es importante mencionar, que el peso molecular también influye en la

55]

degradacién hidrolitica de estos polimeros | por lo cual serfa pertinente comparar

este factor con microcdpsulas de PDL y PL con diferentes pesos moleculares.

Dispositivos de liberacion controlada de PDL y PL, presentaran una degradacion
hidrolitica distinta en un medio acuoso, lo cual conferira diferentes formas de dispensar
el farmaco desde su matriz en dicho medio (incluyendo también la influencia de la
estructura interna de estas microcapsulas que reservan el farmaco con diferentes
formas de encapsulamientos), lo cual se mostrara posteriormente en los ensayos de

perfiles de liberacion en PBS a 37 °C y medio de cultivo LIT a 29 °C.
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VI.2.2 Caracterizaciéon de microcapsulas PL y PDL con y sin contenido de CX por
Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

VI1.2.2.1 Caracterizacion por MEB de microcapsulas sin contenido de CX generadas
por el método de emulsion simple por evaporacion de solvente

A continuacion en las figuras 44 y 45 se muestran las micrografias de las

microcapsulas sin farmaco obtenidas por el microscopio electronico de barrido:

Figura 44. Micrografias de la morfologia externa de las microcapsulas sin cx. a) y b) PL, c) y d) PDL.
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Figura 45. Micrografias de la morfologia interna de las microcapsulas sin cx. a) PL y b) PDL.

Para estas microcdpsulas sin farmaco, se observdé una morfologia esférica con
superficie suave para ambos polimeros (visualizando unas grietas en PL y dos poros en
PDL, pero no para generalizar). La estructura interna de ambos polimeros fue tipo panal
o reservorio, donde se observan pequefios agujeros, producto de la difusion de la fase
continua (acuosa) dentro de la matriz organica representada por la fase dispersa, donde
quedaron gotitas de agua atrapadas. A continuacién se muestra en los graficos 1y 2 la
distribucion de tamafio para una poblacibn de 60 microcapsulas de PDL y 54

microcépsulas de PL, la cual fue determinada usando el software Image J:
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Distribucion de tamano de microcapsulas de PDL sin CX
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Grafico 1. Distribucién de tamafio para microcapsulas de PDL sin CX.

Distribucion de tamano de microcapsulas de PL sin CX
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Grafico 2. Distribucién de tamafio para microcapsulas de PL sin CX.

La distribucion de tamafio para las microcidpsulas de PDL muestra que

estadisticamente, un 40% de ellas posee un didmetro medio de 22 + 2 um, y el otro
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60% se distribuye en tamafios entre 26 + 4 um (23,3%), 17 £ 2 ym (21,7%), 32 £ 1 pm
(12%), 39 um (1,7%) y 15 um (1,7%). En el caso de las microcapsulas de PL, un 31%
de las microcapsulas posee un diametro medio de 29 + 7 um, y el otro 69% se
distribuye en tamafos entre 23 £ 1 um (20%), 36 £ 1 um (19%), 18 £ 1 (9%) y 27 £ 1
(9%), 12 = 1 pm (6%), 45 = 1 um (6%). Las microcapsulas de PL son mas grandes
segun su didmetro medio en el porcentaje de frecuencia mas alto, que las
microcapsulas de PDL, sin embargo el error o rango es muy amplio, lo cual abarca

también didmetros donde se alcanza el mismo valor que PDL.

Se observa, ademas, una baja polidispersidad de PDL con respecto a PL, ya que este
altimo muestra una tendencia mas bien bimodal. Estas variaciones en el tamafio de las
microcapsulas para ambos polimeros, se adjudica a problemas presentados en la
agitacion, donde el agitador tuvo inconvenientes para mantener su eje fijo, y por el
contrario tendia a ladearse durante el proceso de agitacion, ademas, las paletas del
agitador no fueron las mas idéneas para garantizar tamafios mas homogéneos de las
microcapsulas, ya que posiblemente las gotas mas alejadas del centro no pudieron
romperse de la misma manera que lo hacian las que si estaban en esta zona del
reactor. Este resultado, muestra que el sistema no proporcioné las mismas condiciones
durante los procesos de microencapsulacién. No obstante, Martins y col (2014) 2y
Vyslouzil y col (2014) B® emplearon condiciones semejantes para una
microencapsulacion con una emulsion simple, obteniendo una distribucién de tamafio
monodispersa de 10,3-12,7 um (5200 rpm) y 284,3 pum (600 rpm) 173,5 pum (1000 rpm),
respectivamente, lo cual nos permite decir que es posible tener distribuciones de

tamafo estrechas si se mantiene una agitacion eficiente.
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VI.2.2.2 Caracterizacion por MEB de microcapsulas con contenido de CX
generadas por el método de doble emulsién por evaporacién de solvente

En las figuras 46 y 47 se muestran las micrografias de las microcapsulas con farmaco
obtenidas por el microscopio electrénico de barrido:

Figura 46. Micrografias de la morfologia externa de las microcapsulas con CX. a) y b) PL, c) y d) PDL.
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Figura 47. Micrografias de la morfologia interna de las microcapsulas con CX. a), b) y c) PL; d), e), y f) PDL.

La morfologia externa de las microcapsulas de PL con CX, muestran una superficie
suave con pequefios agujeros, son esféricas, y poseen una estructura interna tipo panal
o reservorio, atribuida también a gotas de la solucion de farmaco atrapadas dentro de
las microcapsulas. En el caso de PDL, son particulas esféricas, con superficie externa
rugosa. La estructura interna es un tanto diversa mostrando una morfologia tipo cascara
y reservorio (especificamente en la figura 47f donde se visualizan poros internos), con
grandes agujeros a diferencia de la estructura interna de PL. Esta diferencia en la
estructura interna, se puede deber a una coalescencia de las gotas de la fase acuosa
del farmaco de la primera emulsion en las microcapsulas de PDL, las cuales se
concentraron en la matriz polimérica, en algunas microcapsulas, mientras que
probablemente en la mayoria de ellas y en PL, la coalescencia de las gotas no fue
completa y quedaron incrustadas en la matriz una vez que se evaporo el solvente para

formar las microesferas.

En los graficos 3 y 4 se muestra la distribucion de tamafio para una poblacién de 67
microcapsulas de PDL con CX y 53 microcapsulas de PL con CX:
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Grafico 3. Distribucion de tamarfio para microcapsulas de PDL con CX.
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Grafico 4. Distribucion de tamafio para microcapsulas de PL con CX.

En la distribucién de tamafio para las microcapsulas de PDL, se observa que la mayoria
de las microcapsulas (69%) tienen didmetros medio que van de 27 £ 1 uma 37 £ 1 um,
estadisticamente. El otro 31% se distribuye en didmetros medio de 22 + 1 um (15%), 42
+ 2 um (9%) y 18 £ 2 um (7%). En el caso de las microcéapsulas de PL, un 25% de las
microcapsulas posee un diametro medio de 22 + 1 um, y el otro 75% se distribuye en
tamafos entre 32 £ 2 um (17%), 48 £ 1 um (15%), 28 £ 2 (15%), 17 £ 4 (11%), 37 £ 1
um (7,5%), 53 £ 1 um (7,5%) y 44 (2%).

La polidispersidad e incremento de tamafio para ambos polimeros, se atribuye a la
misma justificacién planteada para las microcapsulas sin farmacos generadas en el
método de emulsién simple por evaporacién de solvente. Jyotsana y col (2013) 3y
Roméan y Chinea (2005) ©¥ emplearon condiciones semejantes para una
microencapsulacion con una doble emulsion, obteniendo una distribucién de tamafio

monodispersa de 17,8 pum (8000 rpm) y 0-5 um (750 rpm), respectivamente, lo cual
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también nos permite decir que es posible tener distribuciones de tamarfio estrechas si se

mantiene una agitacion eficiente.

El interés por tener un tamafio mas pequefio de particula es debido a que al ser mas
pequefias, se promueve una mayor hidrolisis en el medio acuoso, ya que hay mayor

superficie de contacto entre el agua y las microcapsulas.

VI.2.3 Eficiencia de encapsulacion de CX en las microcapsulas

En la tabla 4 se muestra un resumen de los valores obtenidos por espectroscopia UV-

Visible usando la curva de calibracion de CX en diclorometano (anexo 2):

Tabla 4. Eficiencia de encapsulacion del farmaco, porcentaje de rendimiento y contenido de droga de microcapsulas PDLy PL.

Polimero E.E (%) R (%) C.D (%)
PDL 18+ 2 77,02 3,1+£04
PL 26+1 91,00 1,4+0,1

La eficiencia de encapsulacién para ambas formulaciones se encuentra en los rangos
reportados en la literatura, como en el caso de Roméan y Chinea (2005) cuya E.E fue
26,2% %8 Morgado y Chinea (2006) ¥ 12,4% (para el homopolimero), y Jyotsana y
col (2013) [63] gue reportaron eficiencias de encapsulacion en un rango de 26-57%, de
acuerdo a las condiciones empleadas para cada microencapsulacion. Esto nos permite
decir que los valores obtenidos son aceptables, ya que existen muchos factores en el
proceso de microencapsulacion que influyen en la eficiencia de encapsulacion, tal como
la solubilidad que posee el farmaco en la solucidon acuosa, que impide de entrada, la

encapsulaciéon completa debido a que este se difunde a través de la fase organica hacia
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la segunda fase acuosa, disminuyendo asi la cantidad de farmaco disponible, en la

primera emulsion, para encapsular.

El contenido de droga es bajo, pero también es un buen resultado debido a que hay que
considerar lo riguroso de encapsular en pequefios microporos cierta cantidad de

farmaco.

En cuanto al rendimiento de produccion de capsulas, se observa que en el proceso de
produccién de microcapsulas no hubo muchas pérdidas al momento de recolectar el
producto con respecto a PL, mientras que en PDL hubo més pérdidas, posiblemente a
microcapsulas adheridas a las paletas del agitador, que no fueron removidas

eficientemente.

VI.2.4 Perfil de liberacion de CX por degradacién de las microcapsulas. Ensayo in
vitro en PBS

En los graficos 5y 6 se muestra el perfil de liberacion de CX en solucion acuosa de

PBS a 37 °C de cada homopolimero:

103



Resultados y Discusion

Perfil de liberacion de CX desde PDL en PBS
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Grafico 5. Perfil de liberacion de CX desde 2 mg de microcapsulas de PDL en PBS a 37°.
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Grafico 6. Perfil de liberacion de CX desde 2 mg de microcapsulas de PL en PBS a 37°.
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Para ambos perfiles, se observé una liberacion de farmaco bifasica, lo cual implica una
primera fase con un aumento de concentracion de medicamento en el primer dia para
PDL, y PL. Este proceso se conoce como efecto burst o de estallido inicial, el cual se
atribuye a la cantidad de farmaco que queda adherido a la superficie externa de la
microcapsula y al que se encuentra internamente mas cerca de la superficie, que es
expulsado con mayor rapidez al entrar en contacto con un medio acuoso; una vez que
se generan las primeras erosiones, comienza una estabilizacion en las curvas, segunda
fase, donde la concentracion de farmaco se libera de manera mas controlada desde la
matriz; en esta fase ya la expulsion del medicamento es por difusion a través de las

porosidades de la microcdpsula.

Se observd, ademas, en modo general, para ambos polimeros un perfil de liberacién
bastante similar. Durante el efecto burst (primer dia) la concentracion liberada promedio
para PDL fue 79,6 £ 0,2 uM representando casi el 90,8 % del farmaco total dispensado
(tomando en cuenta el error asociado de las concentraciones). A partir del segundo dia
en adelante, en la segunda fase de liberacién, ya esta concentracion es mas controlada
a pesar de los ascensos y descensos moderados que posee. En el caso de las
microcapsulas de PL, durante su efecto burst (primer dia) la concentraciéon promedio de
CX liberada fue 85 + 3 uM lo cual representa un 85 % del farmaco dispensado con
respecto a la cantidad maxima liberada por el dispositivo. Comparando estos
porcentajes se puede atribuir que la mayor cantidad de farmaco liberado por PDL se

debe a su facil degradacion con el medio acuoso con respecto a PL.

De acuerdo a los resultados obtenidos en las micrografias de las microcapsulas con
farmaco por MEB, se puede explicar el modo de dispensacion del farmaco en un medio
acuoso, en este caso buffer de fosfato a 37°C, conforme a la construccion interna y
externa de los dispositivos que reservan el CX. La distribucion del farmaco en cada
dispositivo permite describir el comportamiento de la liberaciéon en solucién, mediante
las siguientes hipoétesis: Evaluando las microcapsulas tipo cascara, se puede decir que

una vez que ocurre la erosion de la superficie comienza a difundirse el farmaco a travées
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de los poros (que también fueron observados con la superficie rugosa), asumiendo que
la mayor concentracion se encontraba reservada en el centro del dispositivo; no
obstante, es posible que en estos poros haya habido farmaco encapsulado y al estar
mas expuestos a la superficie se produjo también una expulsion de medicamento
contribuyendo al efecto burst observado en el perfil de liberacion. Este tipo de difusién
seria mucho mas rapida en contraste con los dispositivos con estructura interna tipo
panal, donde se produce una liberacién gradual; a medida que se erosiona un poro se
libera el contenido de droga reservado y luego cuando se erosiona el otro poro
comienza a liberarse mas farmaco. Esto permite una liberacion sostenida mas
moderada y prolongada, pero si se toma en cuenta que el tamafio de estos poros no es
homogéneo (segun las micrografias observadas), se infiere que la concentracion es
variable, lo cual se adjudica a las pequefias variaciones mostradas en las curvas del
perfil de liberacion. Debido a que el perfil de liberacion para ambos polimeros es similar,
se infiere que estadisticamente la mayoria de las cdpsulas PDL poseen una estructura
interna tipo reservorio, de acuerdo al comportamiento mostrado, ya que los estudios
realizados por Roman y Chinea en 2005 B¥ (figura 48), muestran un perfil de
liberacién bifasico de este tipo para microcapsulas tipo reservorio, cuyo modelo
matematico de Higuchi, permitid6 corroborar esta hipétesis (de acuerdo al factor de

correlacion, R?).
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Intensidad de Fluorescencia Homo DL-Lactida a 60° vs tiempo
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Figura 48. Micrografias de microcapsulas, estructura interna (superior). Perfil de liberacion de PDL (izquierda). Ajuste
lineal del modelo de Higuchi (derecha) #2.

A grosso modo, ambas construcciones de microcapsulas permitieron una difusién del
medicamento de forma sostenida y moderada. A pesar, de que PL tiene una
degradacion mas lenta, no impide que los dispositivos construidos por este polimero
tengan perfiles de liberacion controlados, y sea un buen candidato para emplearlo en
tratamientos en humanos, sin embargo, debe tomarse en cuenta el tiempo en que
duraria en el medio fisiol6gico, ya que posiblemente una vez que libera todo el
medicamento lo ideal es que se deseche lo mas rapido posible del organismo, claro
estd que esto depende de los requerimientos clinicos; por otro lado microcdpsulas de
PDL tienen caracteristicas de un dispositivo ideal con liberacion controlada y rapida
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degradacion (para efectos clinicos), no obstante, es importante mencionar que estos
comportamientos observados fueron en condiciones in vitro. Al realizar ensayos in vivo

el comportamiento podria cambiar.

VI.2.5 Perfil de liberacion de CX por degradacién de las microcapsulas. Ensayo in
vitro en medio LIT

El perfil de liberacion en medio LIT fue evaluado, debido a que este es el medio de
cultivo donde se estudiaria el efecto parasiticida del CX contenido en las microcapsulas,
por lo cual este ensayo permitiria verificar el comportamiento de liberacién de farmaco
en el mismo medio (afiadiendo los parasitos) a 29 °C y pH 7.2 (semejante a la
temperatura interna del insecto vector transmisor de Leishmaniasis). A continuacion, el
grafico 7 muestra el perfil de liberacibn en medio de cultivo a las condiciones ya

mencionadas:
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Perfiles de liberacién de CX desde microcapsulas de PDL y PL
en medio LIT

30- PDL

Concentracion (M)
N
rh

0 I I I I I I I
0 24 48 72 96 120 144 168

Tiempo (horas)

Grafico 7. Perfil de liberacion de CX desde 1,68 mg de microcapsulas de PDL y 2,8 mg de microcapsulas de PL en
medio LIT a 29° C.

En ambos perfiles de liberacion se nota un patron similar al observado en los ensayos
en PBS a 37°C (liberacion bifasica), comportandose, ambos resultados de los dos
ensayos, con el perfil deseado que debe tener un dispositivo de liberacion controlada.
Se observa que, la liberaciéon de CX los primeros dias fue un tanto méas controlada para
las microcédpsulas de PL mientras que en el caso de PDL, el efecto burst siguié siendo
mas significativo. La concentracién alcanzada por los dispositivos de PL los 2 primeros
dias fue 30 = 5 pM, concentracion usada como control en el ensayo de la curva de
crecimiento, esto demuestra ademas que efectivamente el dispositivo es capaz de
liberar una concentracion deseada de acuerdo al sistema de trabajo (y a una cantidad
de microcapsulas). Sin embargo, se observan ascensos y descensos moderados de la
concentracion, atribuidos a errores operacionales propiamente de las mediciones, ya

que la tendencia de la curva es una segunda fase de liberacion mas controlada. En el

109



Resultados y Discusion

caso de PDL la concentracion de CX liberada durante los primeros 2 dias alcanz6 una
liberacibn de CX de casi 43 + 14 uM, mientras que luego hubo un descenso de la
concentracion, que puede atribuirse también al error asociado con las medidas; la
mayor concentracion liberada por este dispositivo se adjudica también a que su

degradacion hidrolitica es mayor que la de PL.

En modo general, la liberacién parece ser mas controlada con respecto al ensayo en
PBS a 37 °C, esto se adjudica a la temperatura a la cual se evalué el ensayo, ya que
este parametro es importante (degradacion mas lenta), y al hecho de que este estudio
se realiz6 en condiciones diferentes. En los perfiles a 37° C en PBS se observa que en
menos de 24 horas ambos dispositivos liberaron aproximadamente los 30 uM, mientras
que a 29 °C en medio LIT se liberé esta concentracion a 48 horas de exposicion en el

medio para PL y a las 24 horas para PDL. A continuaciéon se muestra en la figura 50

una comparacion gréfica:

Perfil de liberacion de CX desde PDL en PBS Perfil de liberacién de CX de PL en PBS
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Perfiles de liberacion de CX desde microcapsulas de PDL y PL
en medio LIT
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Figura 49. Concentracion liberada por las microcapsulas en el primer dia de exposicion en PBS a 37°C (superior).
Concentracion liberada por las microcapsulas en el primer dia de exposicion en medio LIT a 29°C (inferior).

VI.2.6 Determinacion de la viabilidad de promastigotes de Leishmania braziliensis
en presencia de microcapsulas cargadas con CX mediante conteos directos.
Curva de crecimiento

De acuerdo al perfil de liberacion en medio LIT mostrado por las microcapsulas, se
procedié a evaluar el efecto parasiticida del CX dispensado por las mismas sobre
promastigotes de L. braziliensis. A continuacion en el grafico 8 se muestra el resultado

de los conteos realizados para este ensayo:
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Viabilidad de L. braziliensis en presencia de microcapsulas cargadas con CX.
Curva de crecimiento
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Grafico 8. Curva de crecimiento de L. braziliensis en presencia de microcapsulas con CX.

Se visualiza en la curva de control de parasitos (sin presion selectiva), un crecimiento
en fase exponencial durante 7 dias, lo cual en comparacién con la curva de control de
CX y de las microcapsulas con farmaco, muestra que los parasitos se encontraban en
Optimas condiciones biologicas para replicarse naturalmente. Transcurrido este tiempo,
observamos una fase estacionaria propia de sistemas con baja disponibilidad de
nutrientes. Las curvas de control de CX y de microcapsulas con farmaco, mostraron un
efecto parasiticida (momentaneo en el caso del control CX), lo cual ejercié una presion
selectiva sobre los parasitos causando su muerte durante las primeras etapas del
ensayo. Sin embargo en el control CX a los 6 dias de experimento se observa un
crecimiento moderado de los parasitos, en respuesta a una supervivencia de los
mismos que los llevé a sobreponerse de la presion ejercida por el farmaco. Esto se
aprecia justo a las 120 horas de ensayo donde los parasitos expuestos a CX proliferan,

mientras que aquellos expuestos a microcapsulas con farmaco, disminuyen su
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proliferacion de manera notable. Una posible justificacion para esta diferencia en ambas
condiciones es la siguiente: El crecimiento de los parasitos que ocurre después de un
tiempo determinado con la dosis de farmaco directa, puede deberse a un consumo del
medicamento en presencia de los parasitos, aunque no se siguieron los cambios de
concentracion de CX a través de espectrofotometria UV-Visible, se podria justificar este
consumo debido a la inhibicion de enzimas en microorganismos que poseen cofactores
metalicos tales como hierro +3 que son quelados por el ciclopirox, ya que como se
menciono en el apartado 11.1.5. Se ha reportado que este farmaco posee caracteristicas
de agente quelante ?". En la litetarura se demostré que el ciclopirox inhibié una enzima
llamada DOHH (desoxihipusina hidroxilasa) sobre parasitos L. donovani, la cual culmina
la biosintesis de hipusina (un aminoacido presente en las células eucariotas). El
mecanismo de accion que justificé este efecto, fue considerando al CX como agente
quelante, ya que esta enzima posee un metal de hierro 2+ en su centro *®.. Aunado a
ello también se ha alegado que el hierro es vital para todos los parasitos
tripanosomatidos (lo cual incluye el género Leishmania) y juega un papel significativo en
la patogénesis y el control inmune de estos organismos. En este sentido, el
agotamiento de este nutriente esencial en los tripanosomatidos disminuye rapidamente
la tasa de sintesis de ADN, impidiendo la formacién de sustancias vitales en el
protozoario, lo que al final lleva consigo la muerte de los mismos ®*. Debido a esta
justificacion, se infiere que afadir una concentracion de CX, en este caso de 30 uM,
afecta la proliferacion parasitaria durante un periodo temporal, donde luego este efecto
se ve disminuido, ya que progresivamente se va consumiendo el medicamento y esto
genera mas bien un efecto parasitostatico, es decir, se inhibie la rapida proliferacion de
pardsitos., logrando asi que estos se recuperen lentamente de la presion selectiva.
Ahora, en el caso de las microcapsulas con farmaco, se nota un significativo efecto
parasiticida. Aun cuando se libera aproximadamente las misma concentracion de 30uM,
se consume el farmaco, pero a su vez el dispositivo lo dispensa de manera sostenida,

afectando constantemente la viabilidad de los parasitos que se van replicando; esto
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demuestra que usar un dispositivo de liberacion controlada, es més efectivo que afiadir

una unica dosificacion del farmaco directa (todo esto en funcién de los ensayos in vitro).

En cuanto a las microcdpsulas sin farmaco, se not6 un efecto ligeramente parasiticida.
Este mismo efecto fue reportado en el trabajo de Pesquera, Chinea y Serrano (2017)
%] con copolimeros de poli (lactida-co-glicolida), donde infirieron que este efecto se debe
a microclimas acidos o upH acidos, localizados en los poros que se generan en las
capsulas, donde estan disueltas las especies oligoméricas provenientes de la
degradacion del polimero ¥ que posiblemente produjo la baja proliferacion parasitaria,
sin embargo, al medir el pH de los medios en estudio con papel tornasol, no registraron
un descenso del pH. Teniendo en consideracion esta hipétesis, se podria inferir que
una pequefia poblacidbn de parasitos quedd inmersa en estos poros con estos
microclimas &cidos, lo que afectd la viabilidad de los mismos. No obstante, seria

pertinente realizar ensayos mas especificos que permitan justificar este resultado.

Por otro lado, los productos formados por la hidrdlisis que genera la degradacion de las
microcapsulas, que en este caso son especies oligoméricas o de bajo peso molecular,
han mostrado efectos antibacterianos *®; a pesar de que se trata de parasitos se infiere
que estos productos posiblemente hayan ejercido una presion selectiva sobre ellos,

afectando moderadamente su viabilidad.
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VII. CONCLUSION

La sintesis por ROP permiti6 obtener homopolimeros de poli (D,L y L) lactida, con
arreglos cristalinos y tacticidades diferentes de acuerdo a la estereoquimica asociada al
carbono metinico de los monomeros de lactida, que confirid una estructura y
comportamiento diferente de ambos polimeros en los ensayos in vitro. También fue
posible encapsular el CX con el método de doble emulsion por evaporacion de solvente,
logrando que los dispositivos lo dispensaran de manera controlada sobre ensayos en
medios acuosos a una temperatura determinada. Las microcapsulas lograron dispensar
de manera controlada el CX sobre L. braziliensis, mostrando un efecto parasiticida

efectivo con respecto al CX afadido directamente.

Esto permite ser una alternativa viable para desarrollar ensayos in vivo que ayuden a
disefiar la forma en que se aplicara el tratamiento sobre las zonas afectadas con estos

dispositivos de liberacion controlada.
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Recomendacioén

VIIl. RECOMENDACIONES

Se sugiere sintetizar homopolimeros y copolimeros biodegradables con
diferentes pesos moleculares modificando las condiciones de reaccion por ROP
para estudiar sus propiedades fisicas y quimicas como polimeros y como

dispositivos de liberacion controlada.

Se recomienda caracterizar por analisis térmico la cristalinidad de poli (L-lactila)
determinando el punto de fusibn con un flujo de temperatura menor para
garantizar su cristalizacion. Aunado a ello se sugiere determinar el peso

molecular promedio de estos polimeros por Cromatografia de Permeacién en Gel.

Con respecto a la microencapsulacion, se recomienda mejorar el proceso de
agitacion para asi poder generar cpsulas con diametros mas pequefios

(posiblemente llegar a nanoparticulas) y tener una baja polidispersidad.

Se recomienda evaluar el efecto parasiticida de ciclopirox olamina, y otros
farmacos que ya han sido evaluados, integrandolos en microcapsulas de
homopolimeros y copolimeros biodegradables sobre el estallido amastigote de
L.braziliensis en sistemas in vivo para poder disefiar la futura aplicacion

farmacoldgica sobre pacientes.
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Apéndice

X. APENDICE

1- Viscosidad intrinseca de poli (L-lactida) en cloroformo a 25 °C

tn—to

Nesp = to

Viscosidad intrinseca de PL en cloroformo

1,5 +
Nesp 14 -

L3 - y =328,64x+ 0,6374
1,2 - resp R2=0,8111

1,1 -

1,0 -
09 -
08 |
07 -
06 |
0,5 : : .
0,00E:00  1,00e:03  2,00603  3,00E-03

C (g/mL)

Célculo de Mv:
ni= 0,6374 mL/g
ni = kMv?

Log(ni)= Log(k) + aLog(Mv)
Log (nf]: aLog(Mv)

0,6374
0,00248

Log(; )= 0,77Log(Mv)
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=2~ og(M
077 -09(Mv)

Mv=10>*?

Mv =1348,40 g/mol
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1- Curvade calibracién de ciclopirox olamina en diclorometano
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XI. ANEXOS

Ciclopirox olamina en diclorometano
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2- Curvade calibracion de ciclopirox olamina en buffer de fosfato (PBS)
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3- Curvade calibracion de ciclopirox olamina en medio de cultivo LIT
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4- Termograma de DSC de poli (L-lactida)
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