Universidad
Auténoma
de Coahuila

Sociedad
Polimérica de
México A. C.

OCXY
9 Congreso Nacional

de la Socicdad P de México A.C. OJ
Saltillo, Coahiuila

7 al 1l de octubre

DETERMINACION DE PARAMETROS OPTIMOS PARA EL
ENCAPSULADO DE FITOFARMACOS POR LOS METODOS DE
SONICACION Y ANTISOLVENTE

Ramos Linares, C. Mariel!, Cepeda Garza, Jesls A.3, Enriquez Medrano, Francisco J. 2, Martinez Mora, Eder.?,
Fabela - Sdnchez Omar 4?2

1.Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Auténoma de Coahuila; 2. Depto. Quimica Macromolecular y
Nanomateriales, 3 Laboratorio Central de Instrumentacion Analitica y 4 Investigador por México CONAHCYyT, Centro de
Investigacion en Quimica Aplicada.

Resumen: La capacidad terapéutica de farmacos y fitofarmacos se ve limitada por la
biodisponibilidad de estos debido a sus propiedades fisicoquimicas intrinsecas. Una alternativa para
solventar estas barreras biologicas ha sido mediante el encapsulamiento de estos y asi proporcionar
vias alternas para su posterior aprovechamiento bioldgico. Existe una gran variedad de métodos
para tal fin, como en este caso la microemulsion por ultrasonido y el método de anti-solvente. En
este trabajo se estudiaron las condiciones de encapsulamiento de resveratrol (RSV) y curcumina
(CUR) utilizando al alcohol polivinilico (PVA) como agente de emulsificacion y encapsulado.
Mediante un disefio estadistico de experimentos (DoE) por metodologia de superficie de respuesta
(SRM), se analizé la influencia de la concentracion de ambos fitofarmacos (mg/mL), asi como el
porcentaje de potencia (Pot. %.) del ultrasonido como factores responsables del tamafio de particulas
(nm) y potencial zeta (p¢) obtenidos posteriormente a la microencapsulacion de estos. Los sistemas
obtenidos fueron caracterizados fisicoquimicamente mediante SEM, H-NMR, DLS y p¢, con los
datos obtenidos se encontré que las condiciones Optimas de encapsulado para este estudio
corresponden a una concentracion de 70 y 63 mg/mL de RSV y CUR respectivamente. Aplicando
una potencia al 72 % se obtuvieron particulas con un Dp = 1,074 nm y un p{ = -61.3 mV.

Introduccién

Los compuestos polifenélicos, como el
resveratrol (RSV) y la curcumina (CUR),
destacan por su origen natural y su actividad
antioxidante, la cual est4d estrechamente
relacionada con su capacidad para inhibir la
peroxidacién de lipidos y proteinas, mediante
la neutralizacién de especies reactivas de
oxigeno. Estas especies estan involucradas
en la fisiopatologia del envejecimiento y en
numerosas enfermedades relacionadas con el
estilo de vida.

Tanto el RSV como la CUR son considerados
moléculas bioactivas o fitofarmacos de gran
interés para el tratamiento de diversas
afecciones incluyendo trastornos
neurodegenerativos (TND) como el
Alzheimer, Parkinson y lesibn de médula
espinal>®. Ademéas, poseen potencial
terapéutico contra el cancer y de diversas
enfermedades cardiovasculares®’. Sin
embargo, su aplicacién clinica se encuentra
limitada debido a factores como la baja

absorcion y el transporte ineficiente a nivel
biolégico.

Una estrategia eficaz para proteger los
compuestos bioactivos de condiciones
ambientales adversas consiste en el
encapsulamiento de estos, con el objetivo de
incrementar su vida media en sistemas in vivo
e in vitro y, por ende, mejorar su
biodisponibilidad?.

El método de anti-solvente funciona gracias a
que el RSV y la CUR son solubles en un
disolvente poco polar miscible en agua como
lo es la acetona. Esta solucién se adiciona a
una solucién acuosa que contenga un agente
estabilizador y con la ayuda de agitacion
magnética la emulsibn se formara
instantdneamente por rapida difusion del
disolvente. Para ayudar a disminuir el tamafio
de particula, la emulsiobn se expone a una
fuente de alta energia como dispositivos
ultrasénicos. Después de eliminar el solvente
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utilizado se esperaria obtener la formacién de
una fina dispersion acuosa de nanoesferas®,

En este contexto, mediante la combinacion de
los métodos de sonicacién y anti-solvente, es
posible realizar la microemulsion de
fitofarmacos, aprovechando las
caracteristicas como agente emulsionante
gue algunos polimeros poseen. Tal es el caso
del alcohol polivinilico (PVA), el cual, es
soluble en agua y esta reportado su uso como
agente de encapsulamiento®. Por otro lado,
debido a sus caracteristicas fisicoquimicas
tanto del RSV como de la CUR, es posible
disolverlos en solventes poco polares,
permitiendo realizar una emulsion tipo aceite
en agua y con ello el encapsulado de esos
fitofarmacos.

Hasta el momento, no se ha encontrado en la
literatura la encapsulacion simultanea de RSV
y CUR para la obtencién de un sistema de
liberacion prolongada que pudiera ser
empleado para el tratamiento de TND. La
innovacion del presente trabajo se enfocd, en
una primera etapa, en el desarrollo,
caracterizacion y optimizacién del
encapsulamiento de RSV y CUR en PVA
mediante un disefio estadistico de
experimentos (DoE) por metodologia de
superficie de respuesta (SRM) con lo cual fue
posible encontrar condiciones en las que se
obtuvieron particula con el menor tamafio
posible y un potencial zeta que le diera
estabilidad a la emulsién obtenida.

Desarrollo experimental-

Materiales.  Alcohol polivinilico  (PVA,
J.T.Baker™), resveratrol (RES, Alfadelta S.A.
de C.V.); curcumina (CUR), dimetil sulfoxido
deuterado (DMSO-d6) y acetona (Sigma-
Aldrich). Agua desionizada.

Disefio experimental (DoE). La Tabla 1
muestra el disefio obtenido mediante el
software DESIGN EXPERT version 13. Se
seleccioné un disefio central compuesto
tomando por factores experimentales la
concentraciéon de RSV y CUR (mg/mL), asi
como el porcentaje de potencia del sonicador.
Se consideraron como variables de respuesta
el tamafio (Dp, nm) y potencial zeta (pg, mV)
de las particulas obtenidas. El analisis

estadistico y optimizacién se realiz6 en el
mismo software.

\ Tabla 1. Condiciones experimentales

RSV CUR Pot. Dp (nm) pg (mV)
X1 Xz X3 Dp. &

X117 Xo-17 Xza7 Dp17 Cir
X1y X, =34.7-75.3mg/mL; X3 =56 -84 %

Microemulsién. Siguiendo las condiciones
establecidas en la Tabla 1, se disolvieron RSV
y/o CUR en acetona las cuales se afiadieron
por goteo a una velocidad constante a una
solucién de PVA al 1.5 % (p/p). Al mismo
tiempo se aplico al sistema mediante la punta
de un homogeneizador ultrasénico
(CGOLDENWALL) la potencia requerida para
cada experimento de acuerdo con el DoE
(Fig. 1la). Finalizada la adicion, se dejé
evaporar la acetona remanente mediante
agitacion magnética a temperatura ambiente y
proteccion de la luz. Pasadas unas horas la
emulsion fue refrigerada hasta su posterior
analisis.
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Fig. 1. Diagrama de la metodologia seguida
para el (a) encapsulado y (b) secado de las
muestras producto de la micro emulsion.

Difraccion de luz dinamica (DLS). El tamafio
de particula (Dp, nm), se obtuvo diluyendo 10
gotas de emulsibn en 1 mL de agua
desionizada para realizar la determinacién en
un Nanotrac Wave Il Q (Microtrac). Se
realizaron tres lecturas por muestra para
determinar el tamafio promedio por corrida
experimental.

Potencial zeta (pf). Se diluyeron 5 mL de
emulsién en 10 mL de agua desionizada, esto
se verti6 en una celda de PTF del equipo
ZETA-check (Microtrac). La determinacion se
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realizé por triplicado usando un pistén de 200
micras.

H - NMR. En DMSO-d6 se disolvieron 10 mg
de RSV, CUR, PVA o0 microcapsulas el
andlisis se realiz6 en un equipo Avance Il HD
(Bruker) a 400 MHz y 16 escaneos por
muestra. Los espectros obtenidos fueron
analizados mediante el software MestReNova
version 14,

Preparacion y visualizacién de
experimento optimizado

SEM. Para determinar la morfologia obtenida,
se llevé a cabo el secado de una parte de las
emulsiones utilizando alguno de los siguientes
tres métodos (Fig. 1b).

Aireacion. Sobre un porta muestras para
SEM se colocaron unas gotas de las
emulsiones y se dejaron secar a temperatura
ambiente protegidas de la luz.

Liofilizacién. Muestras previamente
congeladas fueron liofilizadas en un equipo
Labconco por 48 horas y después montadas
en un porta muestras con cinta de carbon para
SEM.

Aspersién. En equipo mini spray dryer B-290
(BUCHI) fue secado por atomizacion un
volumen de 70 mL de emulsiéon bajo las
siguientes condiciones de operacion: flujo de
entrada 130 °C, flujo de salida 66 °C,
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velocidad de aspirado al 92% y de bombeo al
14%. El polvo resultante fue montado en un
porta muestras con cinta de carbon.

SEM. Las muestras montadas en cilindros de
aluminio fueron recubiertas con oro - paladio y
posteriormente visualizadas a 15 KV a
diferentes amplificaciones mediante un
microscopio electrénico de barrido marca
TOCO.

Resultados y discusién

En el espectro de la Fig. 2a, pueden
observarse una multiplicidad de sefiales en los
desplazamientos de 3.5 a 5 ppm los cuales se
encuentra asociadas a los hidrégenos del OH,
H1 y H2 presentes en el PVA. Por otro lado,
también se analizaron en los espectros de las
Figs. 2 b y 2c, las sefiales que comparten el
RSV y CUR en la region de 9.5 a 9.8 ppm,
estas sefiales suelen asociarse a enlaces tipo
hidroxilo en donde, OH - A 'y
OH - B corresponde al RSV, mientras que OH
es de la CUR. Asi mismo, ambos principios
activos  comparten sefiales en el
desplazamiento de 6.5 a 7.0 ppm asociadas a
los H de aromaticos y unidos a enlaces
dobles, siendo H-B, H-3 para CUR y H-B, H-2,
H-1 para RSV. El espectro de la Fig. 2d,
permitid el andlisis del sistema particulado
mediante secado por aspersién en donde se
pueden encontrar las sefales
correspondientes a todos los componentes
del sistema experimental optimizado.
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Fig. 2. Espectros por *H - NMR correspondientes: a) PVA, b) resveratrol, c) curcumina y d) encapsulado.
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Los datos de Dp y p{ obtenidos para cada obtuvieron morfologias tanto de lajas,
condicion experimental fueron analizados bastones y esferas en el sistema optimizado,
mediante DESIGN EXPERT, esta herramienta de acuerdo con la literatura las morfologias
permitié realizar el ajuste correspondiente de tipo laja y esferas corresponden al RSV,
los mismos, obteniendo para el factor tamafio mientras que las de tipo baston o varilla se
de particula una superficie con ajuste a un asocian a la CUR™. Esta variedad en cambios
modelo lineal (Fig.3a). Mientras que para el morfolégicos debid afectar principalmente las
factor potencial zeta, se obtuvo una superficie determinaciones de Dp, ya que en un analisis
parabdlica resultado del ajuste de los datos posterior de los fitofarmacos por separado
modelo cuadratico (Fig. 3b). bajo las mismas condiciones experimentales
optimizadas se obtuvieron Dp con baja
Los coeficientes asociados a cada modelo se dispersion (datos no mostrados), este hecho
encuentran en la Tabla 2. Estos permitieron nos permitié atribuir el bajo ajuste estadistico
establecer que las condiciones oéptimas de a la diversidad morfoldgica.
encapsulado para este estudio
correspondieron a una potencia ultrasonica Por otro lado, a pesar de la diversidad
del 72 %, concentracion de 70 y 63 mg/mL de morfolégica, los sistemas se mantuvieron sin
RSV 'y CUR respectivamente. Estas cambios de fase aparentemente significativos
condiciones pronosticaban un Dp = 583 nm y por mas de 5 meses en contraste a los
un pg = -72.7mV, sin embargo, los valores sistemas carentes de RSV que se separaron
experimentales obtenidos fueron Dp =1074 en dos fases en un lapso menor a 24 horas
nmy p{ = — 61.3 mV. Esta variacion es posteriores a la emulsiéon, lo cual puede
atribuible a que los modelos presentaron un asociarse a que los valores obtenidos para p¢,
ajuste cuadratico poco eficiente. siendo este un indicador de la estabilidad de
una dispersion 0 emulsion, son
Una razon atribuible a la falta de ajuste es numericamente mayores a 30. Este valor es
debido a la morfologia obtenida en el proceso considerado como el p¢ limite por la literatura
de encapsulacion. Como pudo observarse como valor de estabilidad independiente al
mediante el estudio SEM (Fig. 4), se signo asociado al potencial obtenido.

Op (om)

oZ(mV)

B: Curcumina (mg/mt)

4070 3218 [ 2219.7

A:Resveratrol (mg/ml)

Bicurcumina (me/my)

40 40

Fig. 3. Superficie de respuesta de (a) tamafio de particula y (b) potencial ¢

Tabla 2. Coeficientes del modelo experimental
# valor — p < 0.05

Int. RSV CUR POT RSV*CUR  RSV*POT  CUR*POT  (RSV)2 (CUR)2  (POT)? R?
Dp 1074.0 -320.2% -214.3* 189.7% -66.9 -301.2% 35.3 0.82
pg -61.3 -3.8% -7.8% 9.4# -2.3 -8.1% 5.4% 14 -12.8* -6.3 0.86
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Fig. 4. Micrografias SEM de particulas secas. (a) Aire, b) liofilizacién y c) aspersion. Las magnificaciones
corresponden a 5,000 y 40,000x respectivamente

Conclusiones.

Los fitofarmacos son principios activos de
gran interés por su mdltiples beneficios en la
atencion de diversos problemas de salud
publica. Sin embargo, muchos de ellos
presentan el inconveniente de su
biodisponibilidad. Aqui se reporta el estudio de
la encapsulaciéon de RSV y CUR en PVA
mediante la combinacion de los métodos de
ultrasonido y anti-solvente.

De acuerdo con el estudio realizado al aplicar
la metodologia de superficie de respuesta se
obtuvieron parametros de optimizacion para el
encapsulado de RSV y CUR en PVA,
condiciones que fueron valoradas
experimentalmente para verificar el ajuste a
los modelos obtenidos. Los valores
experimentales variaron considerablemente
entre los resultados obtenidos respecto a los
esperados. De esta forma, en el caso del Dp
se obtuvieron tamafios aproximadamente del
doble al esperado. Como se menciond
previamente, esto es atribuible a las distintas
morfologias obtenidas en el sistema, lo cual
resulté una determinacion del Dp imprecisas
mediante DLS, por tanto, un andlisis
morfolégico mediante imagenes SEM pudiera
brindar un mejor acercamiento a los tamafios
y morfologias presentes en el sistema.

Por otro lado, la diferencia del p{ experimental
respecto al esperado bajo condiciones
Optimas de encapsulado fue menor al 14%.
Sin embargo, el valor de p obtenido permitié
mantener el sistema estable en el tiempo, por
lo que puede considerarse que esta variacion
no es significativa para el sistema optimizado.

Los resultados obtenidos establecen que el
estudio debe redireccionar su atencién a la
busqueda de mejoras del proceso de
encapsulado enfocados en la morfologia, lo
cual puede ser modificado con polimeros
diferentes o mezclas.
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