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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue investigar el potencial de un nuevo sistema polimérico para
la administracion de farmacos controlada y focalizada, utilizando formulaciones basadas en
dendrimeros de poliamidoamina (PAMAM) y en goma guar (GG). Para ello, se sintetizaron
y caracterizaron diversos dendrimeros de PAMAM (desde la generacion -0.5 hasta la
generacion 2.0) mediante técnicas espectroscopicas y andlisis térmico. Luego, el 5-
fluorouracilo (5-FU) se incorpor6 con éxito a los dendrimeros, y los complejos resultantes
se caracterizaron mediante microscopia, composicion elemental, espectroscopia y analisis
térmico. También, se realizaron estudios de liberacion in vitro del 5-fluorouracilo a partir
de los complejos; y se modeld la cinética de liberacion. Ademads, los complejos se
recubrieron con GG y se evalud la resistencia del recubrimiento en diferentes medios que
simulan las condiciones del tracto gastrointestinal. La sintesis exitosa de los dendrimeros de
PAMAM fue confirmada por analisis de FTIR, 1H-NMR, UV-vis, DLS y TGA. Los
resultados de EDX, FTIR, UV-vis y TGA confirmaron la complejacién entre los
dendrimeros y el farmaco. Se encontr6 que la eficiencia de encapsulacion y la tasa de
liberacion del farmaco estan en funcion del tipo de generacion, y que los dendrimeros de
generacion completa mostraron los mejores resultados. El modelo de Korsmeyer-Peppas
describié mejor la cinética de liberacion del farmaco para todos los complejos. Los estudios
de liberacion in vitro de los complejos recubiertos con goma guar, demostraron que la GG
es capaz de resistir las condiciones simuladas de pH, temperatura, y el tiempo de transito
(desde la ingesta hasta el colon); también, se observo que es susceptible a degradarse por la
enzima mananasa. Estos resultados confirman que el sistema propuesto a base de
dendrimeros de PAMAM y GG, es adecuado para la administracion controlada y focalizada

del 5-FU en medios fisioldgicos similares al del colon.
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ABSTRACT

The aim of this work was to investigate the potential of a new polymeric system for
controlled and targeted drug delivery, using formulations based on polyamidoamine
dendrimers (PAMAM) and guar gum (GG). For this, PAMAM dendrimers (up to 2.0
generation) were synthesized and characterized by means of spectroscopic techniques and
thermal analysis. Then, 5-FU was successfully incorporated into dendrimers, and the
resulting complexes were characterized in terms of their microscopy, elemental
composition, spectroscopic techniques and thermal analysis. In vitro release studies of 5-
fluorouracil from complexes were also conducted using phosphate-buffered saline; and the
5-FU release kinetics was modeled. In addition, the complexes were coated with GG and
their resistance in simulated gastrointestinal fluids was evaluated. The successful synthesis
of PAMAM dendrimers was confirmed by FTIR, 1H-NMR, UV-vis, DLS and TGA
analysis. EDX, FTIR, UV-vis and TGA results confirmed the complexation phenomena
among PAMAM dendrimers and 5-FU drug. It was found that the encapsulation efficiency
and drug release rate are a function of generation type, being the full-generation
dendrimers, which showed the best results. The Korsmeyer-Peppas model best described
the kinetics of drug release for all complexes. In the drug release studies, the GG-coated
complexes were able of withstanding the simulated conditions of pH, temperature, mouth-
to-colon transit time and being degraded by the mannanase enzyme. These results confirm
that the proposed system based on PAMAM dendrimers and GG is suitable for the

controlled and targeted administration of 5-FU in in simulated colonic fluids.
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INTRODUCCION

Los dendrimeros son macromoléculas poliméricas hiperramificadas de tamafio nanométrico
y de forma globular. Su estructura se compone de tres partes: (i) un nucleo, (ii) unidades
repetitivas (llamadas generaciones, G) unidas covalentemente al nucleo, y (iii) una
superficie multifuncional con un alto nimero de potenciales sitios reactivos. De todas las
familias dendriticas, los dendrimeros de poliamidoamina (PAMAM) son probablemente los
mas estudiados desde su descubrimiento a finales de la década de 1970 [1-5].

Los dendrimeros de PAMAM se han utilizado en varias aplicaciones biomédicas,
como biosensores electroquimicos, agentes de contraste y en terapia génica para la
administraciéon de genes. También se han utilizados como nanoacarreadores para la
administracién de fArmacos debido a su sintesis relativamente simple, y a su capacidad de
conjugacion y complejacion con otras moléculas (por ejemplo: péptidos, proteinas y/o
farmacos). De hecho, se han utilizado una amplia variedad de farmacos para formar
complejos con los dendrimeros de PAMAM, como ketoprofeno, diflunisal, doxorrubicina,
ibuprofeno e indometacina; también se ha incorporado S5-fluorouracilo, un farmaco
utilizado para tratar distintos tipos de cancer [6—12]. Sin embargo, el uso extensivo del 5-
FU produce efectos secundarios indeseables (por ejemplo: fiebre, nduseas, ulceracion
epitelial, etc.), por tal motivo, para maximizar su eficacia y reducir sus efectos secundarios,
el 5-FU debe incorporarse en vectores apropiados, como los dendrimeros de PAMAM, para
proporcionar una liberacion adecuada del farmaco [13].

Por otra parte, a pesar de las amplias aplicaciones biomédicas de los dendrimeros,
su uso en sistemas bioldgicos sigue siendo limitado debido a la potencial toxicidad asociada
a ellos. Jain et al. [14] y Janaszewska et al. [15] reportaron que la citotoxicidad de los
dendrimeros depende en gran medida del nimero y la naturaleza de los grupos funcionales
presentes en la capa externa. De esta forma, los dendrimeros catidnicos (grupos terminales
de amina) presentan una alta toxicidad, en comparacion con los dendrimeros anionicos
(grupos terminales metoxi) que presentan efectos toxicos leves o nulos. Por lo tanto, es
posible postular que los dendrimeros de PAMAM con pocos grupos terminales de amina
(por ejemplo: 0.0, 1.0 y 2.0G) y con grupos anionicos (por ejemplo: 0.5 y 1.5G) son menos
citotoxicos en comparacion con otros dendrimeros, y que se pueden utilizar como

nanoacarreadores para el farmaco 5-FU.



Otro inconveniente con el uso nanoacarreadores de farmacos, como los
dendrimeros, se debe a que después de su administracion (por ejemplo: por via oral,
parental, etc.) se distribuyen de forma aleatoria en el organismo. Por lo tanto, para tener una
mejor eficacia, el sistema de liberacion debe ser capaz de liberar el medicamento cerca de
su objetivo. Para lograr esto, los dendrimeros pueden ser recubiertos con polisacaridos,
como los galactomananos, para protegerlos contra el entorno bioldgico y fisiologico (es
decir: temperatura, pH, enzimas, etc.) que tiene que atravesar hasta llegar al lugar deseado,
evitando que se distribuyan en todo el organismo. Entre estos polisacaridos se encuentra la
goma guar, la cual se ha observado que permanece intacta en el ambiente fisiologico del
estobmago y el intestino delgado, pero es susceptible a la degradacion enzimatica en el colon
humano [13,16-18].

Considerando lo anterior, se sintetizaron y caracterizaron dendrimeros de PAMAM
cationicos y anionicos de baja generacion (es decir: 0.0G, 0.5G, 1.0G, 1.5G y 2.0G) y se
evalu6 su uso como nanoacarreadores para el S5-fluorouracilo. Posteriormente, los
complejos de dendrimero/farmaco se recubrieron con goma guar y se sometieron a estudios
de liberacion in vitro en medios fisiologicos que simulaban el tracto gastrointestinal, con el

fin de evaluar la capacidad de proteccion y de degradacion del material de recubrimiento.



CAPITULO 1
1. ANTECEDENTES

1.1. Estado del arte
1.1.1. Sintesis de dendrimeros

El primer trabajo sobre moléculas que se consideran precursoras de los dendrimeros
aparecio en 1978. Vogtle et al. [19] sintetizaron moléculas ramificadas mediante reacciones
de tipo Michael de un acrilonitrilo a una amina primaria, seguidas de la reduccion de los
grupos de nitrilo para producir nuevas aminas. La repeticion de estas dos reacciones dio
como resultado moléculas ramificadas de bajo peso molecular. Afios mas tarde, Tomalia et
al. [20] reportaron la sintesis y caracterizacion de la primera familia dendritica, ahora
conocida como dendrimeros de poliamidoamina (PAMAM). En la década de 1980 se
produjeron otros desarrollos en la sintesis de macromoléculas dendriticas; sin embargo, el
trabajo de Tomalia et al. provocod el inicio de investigaciones sobre dendrimeros de
PAMAM que han continuado hasta el presente [19].

Convencionalmente, los dendrimeros de PAMAM se sintetizan mediante el método de
crecimiento divergente desarrollado por Tomalia ef al. En este método, la sintesis se realiza
a partir de un nticleo de etilendiamina, y el crecimiento del dendrimero se logra alternando
entre dos reacciones, una alquilacion con acrilato de metilo y una amidacion con
etilendiamina [20]. Los cambios mads significativos que ha experimentado la sintesis de
dendrimeros de PAMAM consisten en utilizar un nucleo diferente a la etilendiamina o un
acrilato distinto al acrilato de metilo. Por ejemplo, Ozturk ef al. [21] utiliz6 un ntcleo de
amoniaco, mientras que Sabahi et al. [22] utiliz6 acrilatos de etilo, butilo y hexilo para el
crecimiento de los dendrimeros. En otro trabajo, reportado por Majoros et al. se sintetizé un
dendrimero hibrido de polipropileimina y poliamidoamina [23]. Por otra parte, existe una
variedad de macromoléculas dendriticas que también se han sintetizado como:
polipropilenimina, polieterhidroxilamina, poliesteramina, poli-L-lisina, o dendrimeros de

poliglicerol [15].



1.1.2. Complejos de dendrimero/farmaco

Debido a las propiedades tUnicas (por ejemplo: rango de tamafio nanométrico, baja
polidispersidad y facilidad para albergar distintas moléculas y de los dendrimeros de
PAMAM, estas macromoléculas son plataformas ideales para albergar y administrar
farmacos. Por ejemplo, Yiyun ef al. [11] evaluaron la capacidad de los dendrimeros de
PAMAM de generacion 5 para la administracion transdérmica de farmacos
antiinflamatorios utilizando ketoprofeno y diflunisal. Los estudios de permeacion in vitro
(utilizando pieles de rata) revelaron que los dendrimeros de PAMAM aumentaron la
cantidad permeada de ambos farmacos después de 24 h, en comparacion con las
formulaciones de farmacos sin dendrimeros. Ademas, los estudios para medir los niveles de
farmaco en la sangre revelaron que la biodisponibilidad era 2.73 veces mayor para el
complejo de PAMAM/ketoprofeno y 2.48 veces mayor para el complejo de PAMAM-
diflunisal, en comparacion con las formulaciones de farmacos puros.

Ke et al. [9] desarrollaron un complejo a base de dendrimeros de PAMAM 3.0G y
doxorrubicina, y estudiaron la captacion celular del complejo. Informaron que la captacion
celular de doxorrubicina en células Caco-2 tratadas con el complejo aumento
significativamente en comparacion con las tratadas solo con doxorrubicina.

Kolhe et al. [8] encapsularon moléculas de ibuprofeno en dendrimeros de
poliamidoamina de generacion 3 y estudiaron la interaccién entre el fdrmaco y los
dendrimeros. Los resultados FTIR sugieren que el ibuprofeno forma complejos con los
dendrimeros de PAMAM debido a la interaccion entre los grupos terminales —NHz y el
grupo —COOH del ibuprofeno. También reportaron que el nimero de moléculas de farmaco
cargado esta en funcion del numero de grupos funcionales presentes en la capa externa del
dendrimero.

Otro estudio, desarrollado por Chauhan et al., [12] se enfoco en la encapsulacion del
farmaco indometacina en dendrimeros de PAMAM 4.0G y en la orientacion del complejo
PAMAM/indometacina en estudios in vivo hacia tejidos que se encontraban inflamados (en
un modelo animal). La formacion del complejo entre el grupo —COOH de la indometacina
y los grupos —NH> del dendrimero se confirm6 mediante IR. La administracion intravenosa
de la formulaciéon del complejo en ratas, mostrd6 que la eficacia de focalizacion del

complejo fue 2.29 veces mayor en comparacion con el farmaco puro.



Ma et al. [24] investigaron el potencial de los dendrimeros de PAMAM 5.0G como
nanoacarreadores del farmaco sulfametoxazol mediante estudios de liberacion in vitro y
pruebas de actividad antibacteriana. Los resultados de la liberacion in vitro mostraron que
la liberacion del sulfametoxazol en presencia de dendrimeros PAMAM fue mas lenta en
comparacion con el sulfametoxazol puro. Los estudios de microbiologia mostraron que los
dendrimeros de PAMAM aumentan la actividad antibacteriana del sulfametoxazol (un
aumento de 4 a 8 veces) en comparacion con el sulfametoxazol puro.

Madaan et al. [25] también evaluaron el potencial de los dendrimeros de PAMAM
0.0G, 1.0G, 2.0G y 3.0G, como sistemas de administracion, para el farmaco de quercetina,
suministrados por la ruta oral. También, se evalu6 la actividad antiinflamatoria de los
complejos de PAMAMY/quercetina de manera in vivo. El estudio in vitro revel6 un patron de
liberacion bifasica de quercetina, que se caracterizd por una liberacion inicial répida
seguida de una fase de liberacion sostenida. El analisis de FTIR confirmo que la quercetina
forma complejos con todas las generaciones de los dendrimeros de PAMAM estudiadas.
Ademas, se descubrid que los complejos mejoran la actividad antiinflamatoria en ratas en

comparacion con la formulacion de quercetina pura.

1.1.3. Polimeros de polisacaridos para la administracion de farmacos dirigida al

colon

Los sistemas de administracion de farmacos a base de polimeros de polisacaridos, como la
goma guar, se utilizan ampliamente para el suministro de medicamentos en el colon. La
orientacion de los farmacos al colon a través de polisacaridos protege al medicamento de su
degradacion, y liberacion en el estomago y el intestino delgado. También asegura la
liberacion del farmaco en los alrededores del colon [26].

Krishnaiah et al. [27] evaluaron un sistema de administracion de farmacos para el
colon basado en un polisacarido, la goma guar. Realizaron estudios in vivo de
gammagramas en voluntarios humanos utilizando tecnecio-99m-DTPA como marcador y
recubiertos con la goma. Las gammagrafias mostraron que cierta cantidad del marcador de
las tabletas se liberd en el estbmago y en el intestino delgado pero la mayor parte del

marcador se liberd en el colon. Se encontr6 que el tiempo de llegada de las tabletas al colon



era de 2 a 4 h. También se observo, que al entrar en el colon las tabletas se degradaron (en
cinco de cada seis voluntarios) liberando asi una mayor cantidad del marcador.

En otro estudio realizado por Krishnaiah et al. [28] se evalud la farmacocinética de
tabletas de mebendazol recubiertas con goma guar de manera in vivo en voluntarios
humanos. Los resultados del estudio indicaron que las tabletas de mebendazol a base de
goma guar no liberaron el medicamento en el estdémago y el intestino delgado, sino que
liberaron el medicamento hasta llegar colon, que resultd en una absorcién lenta del
medicamento.

Tugcu-Demiroz et al. [18] elaboraron tabletas de mesalazina y se recubrieron
mediante compresion con diferentes tipos de goma guar. Los comprimidos se analizaron in
vitro para determinar la liberacion del farmaco. También, se realizaron estudios in vivo en
voluntarios humanos para monitorear las tabletas en todo el tracto gastrointestinal mediante
rayos X Los resultados in vitro confirmaron que el recubrimiento a base de goma guar
puede proteger al medicamento contra el gradiente de pH del tracto gastrointestinal. Por
otra parte, los resultados in vivo mostraron que las tabletas recubiertas con goma guar
alcanzaron el colon sin desintegrarse (en todos los voluntarios).

Ji et al. [16] evaluaron el potencial de la goma guar como material de recubrimiento
para el suministro del 5-flourouracilo en el colon. En este estudio, el firmaco se recubri6
con goma guar en un equipo de lecho fluidizado. Se realizaron estudios de liberacion in
vitro en PBS a diferentes valores de pH y con contenido cecal de rata, ademés de estudios
in vivo en perros. Los estudios in vitro revelaron que los recubrimientos de goma guar
protegian el farmaco hasta que éstos eran degradados por las enzimas del contenido cecal;
los resultados in vivo mostraron un comportamiento similar al llegar al colon.

Chaurasia et al. [29] prepararon microesferas de goma guar que contenian
metotrexato. La liberacion in vitro del farmaco se investigd utilizando medios fisiologicos
que simulaban el tracto gastrointestinal con contenido cecal de rata. También, realizaron
estudios de liberacion in vivo donde se administraron, por via oral, las microparticulas con
farmaco, asi como una suspension del farmaco puro a ratas. En los estudios de liberacion in
vitro una pequefia cantidad del farmaco se liber6 en los medios que simulaban el estomago
y el intestino, mientras que el mayor porcentaje del farmaco (91 %) se liber6 en el medio

con contenido cecal. Los resultados de los estudios de liberacion in vivo demostraron que



las microesferas son capaces de retardar la liberacion del metotrexato hasta que llega al
colon, reportaron que las microesferas de goma guar liberaron la mayor parte de su carga
(79 %) en el colon, mientras que las suspensiones de fArmaco puro liberaron sélo el 23% de

su dosis total en el mismo sitio.
1.2. Cronologia de los sistemas de administracion de farmacos

Los sistemas de administracion de farmacos se desarrollaron para proporcionar una forma
mas eficaz de administrar el medicamento. El componente mas importante en cualquier
formulacion es el farmaco. Los demds componentes, conocidos como excipientes, en una
formulacion se utilizan para hacer que el farmaco sea administrado de manera mas eficaz.
Antes de 1950 todos los medicamentos se convertian en pildoras o cépsulas que liberaban
el farmaco inmediatamente al entrar en contacto con el agua sin ninguna capacidad de
controlar la cinética de liberacion. En 1952, Smith Klein Beecham introdujo la primera
formulacion de liberacion sostenida, conocida como Spansule, la cual fue capaz de
controlar la cinética de liberacion del farmaco a un ritmo predeterminado [16].

La tecnologia moderna de administracion de farmacos tiene aproximadamente 70
afios, durante este periodo se han desarrollado numerosos sistemas para el suministro de
medicamentos, clasificados en tres generaciones en funcion de las intenciones planteadas al
momento de su desarrollo. En la primera generacion (1950-1980) se desarrollaron
principalmente sistemas orales y transdérmicos. Durante este periodo se identificaron
cuatro mecanismos de liberacion que aceleraron el desarrollo de varias formulaciones:
disolucion, difusion, osmosis e intercambio i6nico. Los mecanismos mas utilizados fueron
los sistemas controlados por disolucion y difusion. En esta generacion, la determinacion de
las propiedades fisicoquimicas; por ejemplo, la cinética de liberacion de farmacos in vitro,
fue suficiente para desarrollar formulaciones clinicamente utiles. Durante este periodo, no
se identificaron barreras bioldgicas, excepto por la incapacidad de superar el tiempo de
transito gastrointestinal y las diferentes propiedades de absorcion que presentan diferentes
segmentos del tracto gastrointestinal [16].

Durante la segunda generacion (1980-2010) se desarrollaron formulaciones donde el
farmaco se cargaba dentro de nanoparticulas, con el propdsito de lograr un mejor control

cinético de la liberacion del medicamento; por ejemplo, alcanzar una cinética de orden



cero, donde el farmaco pueda liberarse de manera constante. En la segunda generacion,
también se utilizaron nanoparticulas modificadas superficialmente con péptidos y/o
proteinas que permiten el reconocimiento molecular de un sitio determinado conocido
“diana terapéutica”, la cual puede ser un d6rgano, una célula, un compartimento celular o
incluso un organelo. Ademas, en esta generaciéon también se incluyen los sistemas
denominados “inteligentes” los cuales son sensibles a distintos estimulos; por ejemplo,
polimeros sensibles al pH o a la temperatura, asi como un grupo de particulas que se
activan por factores externos, como el ultrasonido, luz infrarroja, estimulos de
radiofrecuencia, campos magnéticos, entre otros [16].

La ultima década de la segunda generacion (2000~2010) se enfocd en la
administraciéon de farmacos en tumores. Las nanoparticulas se administraban con la
intencion de alcanzar un tumor como sitio diana, donde se ven forzadas a acumularse
debido a un efecto de “permeabilidad y retencion aumentada (EPR)”. El poco éxito clinico
que tuvo esta generacion se debe, en gran parte, a la dificultad por superar las respuestas
corporales después de que los sistemas de farmacos se administran. Estos sistemas, por
muy inteligentes que hayan sido construidos, no fueron capaces de hacer frente a los
desafios generados por el entorno bioldgico [16].

Finalmente, los sistemas de administracion de farmacos de tercera generacion
(2010~2040), son sistemas que se enfocan en superar las barreras tanto fisicoquimicas
como bioldgicas de las generaciones pasadas, asi como dirigirse hacia una determinada
diana, y mejorar la cinética de liberacion. Basicamente, los sistemas de este periodo
combinan propiedades de las dos generaciones anteriores, centrandose en un disefio de
sistemas capaces de realizar funciones mds complejas. Algunos de los problemas
fisicoquimicos de la primera generacion que aun se deben superar, son la escasa solubilidad
en agua de los farmacos y la dificultad de controlar la cinética de liberacion del
medicamento. Entre las barreras biologicas a superar, determinadas en la segunda
generacion, se encuentra la distribucion de nanoparticulas en sitios no deseados. Tales
barreras reducen significativamente la probabilidad de llegar a los tejidos diana con una

concentracion del farmaco suficiente para obtener la eficacia terapéutica [16].



1.3. Sistemas de liberacion de farmacos

La administracion de farmacos es el proceso donde un compuesto farmacéutico es
suministrado y liberado en el cuerpo humano para lograr los efectos terapéuticos deseados.
Los compuestos farmacéuticos pueden ser: productos quimicos, péptidos, anticuerpos,
vacunas y/o farmacos. Los métodos convencionales de administracion (por ejemplo:
dosificacion oral, inyectable, transdérmica, etc.) son eficaces en la mayoria de los fAirmacos;
sin embargo, algunos de ellos son inestables, toxicos y/o poseen problemas de solubilidad.
En tales casos, es deseable un método de liberacién continua que mantenga los niveles
constantes del farmaco en la sangre. En funcion de la forma en que liberen el medicamento,
los sistemas de administracion de farmacos se pueden clasificar en diferentes categorias,

algunas de éstas son las siguientes [30]:

(1) Sistema de liberacion sostenida: Estos sistemas son aquellos que logran una liberacién

lenta durante un periodo de tiempo prolongado.

(i1) Sistema de liberacion retardada: Se considera un sistema de liberacion retardada cuando
el farmaco no se libera inmediatamente después de ser administrado sino al cabo de un

tiempo preestablecido.

(ii1) Sistema de liberacion controlada: Si el sistema logra mantener un nivel constante del

farmaco en la sangre o en el sitio deseado, se considera un sistema de liberacion controlada.

(iv) Sistema de liberacion prolongada: En los sistemas de liberacion prolongada el farmaco
se libera de forma mas lenta que en la liberacion convencional, de manera que la

concentracion del fAirmaco en la sangre permanece mas tiempo.

(v) Sistema de liberacion especifica: En estos sistemas, el farmaco es orientado y liberado
en una determinada ubicacion bioldgica. Generalmente, para liberar los medicamentos de
manera especifica, se utilizan nanoparticulas que protegen y transportan al farmaco hasta la
ubicacion deseada. Las nanoparticulas a menudo tienen un receptor que orienta a la

particula especificamente al sitio deseado (diana terapéutica).



1.4. Tipos de nanoacarreadores en la administracion de farmacos

El desarrollo de nanoestructuras para la liberaciéon de farmacos, conocidos como
nanoacarreadores (también denominados vectores), ha ido evolucionando con la
nanotecnologia y la biotecnologia. A través de la manipulacion de las propiedades de los
materiales se han podido generar nanoestructuras donde el farmaco puede ser encapsulado,
atrapado, adsorbido o unido quimicamente a la nanoestructura. Estos nanosistemas se

clasifican en dos grandes grupos [31]:

(a) Nanosistemas inorganicos (Figura 1.1a): En este grupo se encuentran las nanoparticulas

metalicas, nanoparticulas ceramicas y nanomateriales de carbono.

(b) Nanosistemas organicos (Figura 1.1b): En esta clasificacion se encuentran las
nanoparticulas poliméricas, liposomas, micelas poliméricas, nanoparticulas de lipidos

solidos y los dendrimeros.
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Figura 1.1 Nanosistemas para el transporte y liberacion de farmacos (a) inorganicos y (b)
organicos [31].

1.5. Dendrimeros

Los dendrimeros (Figura 1.2) son macromoléculas que se caracterizan por tener una
arquitectura hiper-ramificada. Poseen tres componentes arquitectonicos caracteristicos: (i)
un nucleo, (ii) capas intermedias que se conocen como “generacion” (G) que se componen

de unidades repetitivas llamadas dendrones, y (iii) una capa externa llena de grupos
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funcionales. En el caso de los dendrimeros de PAMAM, el nucleo a veces se denomina
“generacion -0.5G”, los compuestos intermedios que presentan grupos é€ster en la capa
externa se conocen como dendrimeros de “media generacion” (por ejemplo: 0.5G, 1.5G,
etc.) mientras que aquellos que contienen grupos amina en la superficie se denominan
dendrimeros de “generacion completa” (por ejemplo: 0.0G, 1.0G, etc.). Esta arquitectura de
nucleo-capa en los dendrimeros de PAMAM crece en funcién de las capas afiadidas,
mientras tanto, el nimero de grupos funcionales en la superficie, asi como el peso
molecular incrementan en aproximadamente el doble de la generacion anterior (ver Tabla

1) [32-34].

Nicleo

Generacion completa
(0.0G)

2} r K Y . . ., 5 \‘.
; o H__ M
Dendrones ﬁ /j/N
; i \’\ \ i Generacion media
1 I H i

Grupos [uncionales

Generacion completa
(1.0G)

Figura 1.2 Componentes de un dendrimero de PAMAM.

Tabla 1.1 Propiedades tedricas de los dendrimeros de PAMAM.

Peso molecular Diametro  Grupos en la

Generacion (g/mol) (nm) superficie
0 517 1.5 4
1 1430 2.2 8
2 3256 2.9 16
3 6909 3.6 32
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4 14215 4.5 64
5 28826 54 128

Desde 1979 se han utilizado dos métodos para la sintesis de dendrimeros; el primero fue
introducido por Tomalia y se denomina "método divergente", en el cual el crecimiento del
dendrimero se origina a partir de un nucleo, el segundo método fue iniciado por Hawker y
Fréchet, y se conoce como "método convergente", en el cual varios dendrones reaccionan
con un nucleo para obtener el dendrimero final [19,32]. En el método de crecimiento
divergente, la construccion del dendrimero se realiza mediante reacciones de
polimerizacion por etapas. Los dendrimeros se producen alternando entre dos reacciones de
manera secuencial. Estas reacciones consisten en (a) una alquilaciéon de aminas primarias
con acrilato de metilo y (b) una amidacion de los grupos éster con etilendiamina; ambas
reacciones crean la primera capa completa de la serie de dendrimeros conocida como
generacion cero (0.0G). Posteriormente, estas dos reacciones se repiten hasta que se obtiene
el dendrimero de generacion deseada. La Figura 1.3 muestra una representacion
esquematica del crecimiento divergente [19,32].

Por otro lado, el crecimiento convergente comienza en lo que terminard siendo la
superficie del dendrimero. Para obtener una estructura dendritica, se hacen reaccionar

varios dendrones con un nucleo para asi producir un dendrimero completo (ver Figura 1.4)

[19,32].
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Método de crecimiento convergente
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Figura 1.3 Método de crecimiento divergente y convergente de dendrimeros.

Los dendrimeros poseen varias caracteristicas importantes en comparacion con otras formas
arquitectonicas de polimeros (por ejemplo: polimeros lineales y entrecruzados). Tienen una
estructura bien definida, polidispersidad estrecha, rango de tamafo nanométrico, presentan
baja solubilidad en agua, baja citotoxicidad (cuando la capa externa tiene grupos
anidnicos). Ademas, son capaces de albergar varias moléculas (por ejemplo: péptidos,
proteinas y/o farmacos) en el interior o en la periferia, a través de la formacion de
complejos y conjugados, respectivamente [32-35].

En los complejos de dendrimero/farmaco (Figura 1.4) el farmaco se encuentra
atrapado en la cavidad interna del dendrimero. El farmaco, también puede estar
interactuando en la superficie del dendrimero donde se estabiliza mediante fuerzas
intermoleculares como interacciones electrostaticas, puentes de hidrogeno o fuerzas de Van
der Waals. Asi mismo, los complejos de dendrimero/farmaco pueden proteger a los
medicamentos contra el entorno bioldgico, lo cual es beneficioso para que el farmaco sea
transportado a la diana terapéutica y evitar que se metabolice durante el recorrido [32-34].

Por otra parte, en un conjugado de dendrimero/farmaco (Figura 1.4) el farmaco se
encuentra unido covalentemente a los grupos periféricos del dendrimero. La union
covalente de un farmaco en la superficie del dendrimero ofrece distintas ventajas sobre los
complejos de dendrimero/farmaco; esto se debe, a que el enlace hidrolizable o
biodegradable entre dendrimeros y farmacos, proporciona un mejor control sobre la
liberacion del farmaco en comparacion con los complejos. Para mejorar la eficacia de los
conjugados de dendrimero/farmaco, es necesario controlar la liberacion del medicamento
desde el dendrimero en la diana terapéutica. Esto se puede lograr mediante la orientacion de

la nanoparticula con una molécula sefializadora (por ejemplo: proteinas y/o anticuerpos). La
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principal desventaja de los conjugados de dendrimero/farmaco se debe, a que se requiere
que las moléculas del farmaco se escindan en el tiempo y el entorno especifico, lo cual es
bastante dificil de lograr [32-34].

Las propiedades unicas que poseen los dendrimeros de PAMAM han contribuido a
hacer que estas nanoparticulas sean interesantes para aplicaciones biologicas, en particular,

para el desarrollo de sistemas de administracion de farmacos.
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Figura 1.4 Complejo y conjugado de dendrimero/farmaco.

1.6. Nanoparticulas en terapias contra el cancer

La nanomedicina, la aplicacién de la nanotecnologia en la medicina, tiene como objetivo
detectar marcadores tumorales y al mismo tiempo elaborar nanoparticulas usando los
mismos biomarcadores que se encuentran en el tumor del paciente, portando asi un farmaco
especifico disenado para combatir ese tumor. Los biomarcadores del cancer pueden ser
moléculas, como ARN, proteinas, lipidos, carbohidratos y pequenas moléculas de
metabolitos. De este modo, la nanotecnologia se puede utilizar para el desarrollo de
nanoparticulas multifuncionales que pueden detectar, obtener imagenes de tumores, ademas
de monitorear el progreso del tratamiento [36].

Las nanoparticulas se han convertido en un area importante de investigacion en el
campo de la administracion de farmacos, ya que tienen la capacidad de administrar el

farmaco en el area deseada durante un periodo sostenido de tiempo. Las nanoparticulas
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pueden acumularse en los tumores debido al efecto permeabilidad y retencion aumentada
(EPR). La acumulacién de nanoparticulas es posible debido a formacion vasos sanguineos
(angiogénesis) altamente permeables que nutren el area tumoral. Ademas, los tumores se
caracterizan por un drenaje linfatico disfuncional que ayuda a la retencion de
nanoparticulas en el tumor, prolongando su permanencia en el tejido durante el tiempo
suficiente para permitir la desintegracion de las nanoparticulas y la liberacion del farmaco
cerca de las células tumorales [36].

En aplicaciones clinicas, la ventaja de las nanoparticulas es que pueden albergar y/o
conjugarse facilmente con muchas biomoléculas como aminoacidos, proteinas, péptidos y
farmacos, asi como otras especies moleculares, sin alterar la actividad bioldgica de las
especies incorporadas. Estos mecanismos se han utilizado ampliamente para albergar
distintos tipos fdrmacos anticancerigenos en las nanoparticulas, tales como metotrexato,

doxorrubicina y 5-fluoruracilo [36].
1.7. 5-fluorouracilo (5-FU)

El S5-fluorouracilo es un farmaco anticancerigeno que pertenece al grupo de las
fluoropirimidinas. Es un tipo de antimetabolito que se administra para el tratamiento de
distintos tipos de céancer; por ejemplo: estomago, mama, estbmago, pancreas y/o colon.
Quimicamente, es un analogo del uracilo en donde un 4tomo de fluor sustituye a un 4tomo
de hidrogeno en la posicion del carbono 5 (ver Figura 1.5). Su mecanismo de accion
consiste en incorporarse en el ADN y ARN de las células cancerosas, inhibiendo procesos
biosintéticos esenciales de las células y ocasionando que pierdan la capacidad de dividirse
[13]. Actualmente, solo estan disponibles formulaciones intravenosas del 5-FU para uso
clinico y se ha reportado que causan efectos secundarios gastrointestinales, dermatoldgicos,
hematologicos, cardiacos y neuroldgicos, debido a una mala distribucion del fdrmaco en
zonas no tumorales [13]. Los sistemas de administracion especificos para el colon podrian
lograr una administracion focal del 5-FU, mejorando su farmacoterapia y disminuyendo sus

efectos secundarios.
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Figura 1.5 Estructura quimica del 5-fluorouracilo.

1.8. Fisiologia del tracto gastrointestinal y estrategias para administrar medicamentos

en el colon

Hasta la fecha, la via oral sigue siendo la ruta preferida para el suministro de farmacos,
especialmente en padecimientos cronicos donde se requiere una administracion constante
del medicamento. Sin embargo, esta via no es adecuada para la administracion de algunos
farmacos, debido a la presencia de enzimas digestivas en el tracto gastrointestinal,
absorcion deficiente y capacidad limitada para transportarse a través del tracto
gastrointestinal [26,37].

El tracto gastrointestinal, también llamado canal alimentario, es un tubo digestivo
que se extiende a través del cuerpo (Figura 1.7). Cuenta con una amplia area para digerir
alimentos, absorber nutrientes, electrolitos y liquidos y, ademas nos protege de sustancias
potencialmente dafiinas. Para realizar estas funciones, el tracto se divide en 6rganos que
poseen caracteristicas unicas a lo largo de su longitud [26,37].

El intestino delgado es la parte mas larga del tacto gastrointestinal, aqui se produce
la mayor parte de la digestion enzimatica y practicamente toda la absorcion. En el intestino,
los materiales digeridos contienen pocos nutrientes, pero los residuos permanecen alli
alrededor de 12-24 h. El colon es el sitio con la microflora mas abundante en el tracto
gastrointestinal, se compone principalmente de bacterias anaerobias, como bacteroides,
bifidobacteria, eubacteria y enterobacteria, entre otras. Esta microflora satisface sus
necesidades energéticas mediante la fermentacion de diversas sustancias que quedan sin
digerir en el intestino delgado, como los ditrioligosacaridos y los polisacaridos [26,37].
Cuando se administran farmacos por la ruta oral, estos pasan a través del esoéfago, el

estomago, el intestino delgado y el colon, sucesivamente. El pH en estos sitios varia desde
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fuertemente acido en el estomago (pH 1.5-1.9) hasta casi neutro en el intestino delgado y
luego ligeramente 4cido (pH 5-7) en el colon. De esta forma, todos los contenidos en el
tracto gastrointestinal, gradientes de pH y, tiempos de transito desde la boca al colon,
pueden dificultar el transporte de los medicamentos al sitio deseado y reducir la eficacia de
los farmacos.

Por tal motivo, se deben desarrollar nuevas estrategias para administrar
medicamentos en el colon por la via oral. Estos sistemas de suministro de firmacos deben
cumplir con ciertos criterios; en primer lugar, deben permanecer intactos cuando viajan a
través del tracto gastrointestinal para proteger a los farmacos incorporados de la
degradacion quimica y enzimdtica, en segundo lugar, deben liberar los farmacos
incorporados después de llegar al segmento de colon. Los polimeros de polisacaridos son
capaces de cumplir con estos requisitos hasta cierto punto, habiendo demostrado su
potencial como materiales de partida para la construccion de sistemas administracion oral

de farmacos orientados al colon (ver seccion 1.1.3) [26,37].

Eséfago

Estomago

Intestino grues

Intestino delgado

Colon

Figura 1.6 Esquema del tracto gastrointestinal.

1.9. Polisacaridos

Los polisacaridos se han utilizado ampliamente en el desarrollo de sistemas de liberacion

especifica de farmacos. Estos polimeros, que consisten en aziicares (monosacaridos), son
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seguros, economicos, hidrofilicos y no son téxicos; las pectinas, el almidon, la amilasa, la
goma de karaya y la goma guar, son algunos de los polisacéaridos utilizados en la liberacion
de medicamentos [13,17,18].

La goma guar (GG) es un polisacarido de alto peso molecular (220, 000 Daltons)
derivado de las semillas de Cyamopsis tetragonolobus, tfamilia Leguminosae. Estad formado
por una cadena lineal de f-D-manopiranosa unida por enlaces B-(1-4) con unidades a-D-
galactopiranosilo unidas por enlaces (1-6) (Figura 1.8). En productos farmacéuticos, la GG
se utiliza como aglutinante, desintegrante, agente de suspension, agente espesante y
estabilizador. La goma guar se considera un candidato potencial para la administracion de
farmacos especificos al colon debido a que permanece intacta en el ambiente fisiologico del
estomago y el intestino delgado, pero se degradada por una enzima (f-mananasa) que se

localiza especificamente en este sitio [13,17,18].

OH
!

HO H

Figura 1.7 Estructura quimica de la goma guar.

1.10. Enzimas

Las enzimas son moléculas organicas que actian como catalizadores de reacciones
quimicas; es decir, modifican la velocidad de reaccién. A diferencia de lo que ocurre con
otros catalizadores, las enzimas no son consumidas en las reacciones que catalizan, ni
alteran su equilibrio quimico. Sin embargo, las enzimas difieren de otros catalizadores por
ser mas especificas, éstas actlian sobre moléculas denominadas sustratos, las cuales se
convierten en moléculas diferentes conocidas como productos. La actividad de las enzimas
puede ser afectada por otras moléculas. Muchos farmacos pueden actuar como inhibidores

enzimaticos, disminuyendo o impidiendo la actividad de las enzimas. Igualmente, la
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actividad de las enzimas puede ser afectada por la temperatura, el pH, la concentracioén de
la propia enzima y del sustrato, y otros factores fisicoquimicos [38].

En el caso de los polisacéridos, como la goma guar, estos pueden ser descompuestos
completamente en azicares de galactosa y manosa (ver Figura 1.8) por la accion de la
enzima fB-mananasa. Estas enzimas que degradan a los galactomananos se encuentran en el
organismo humano especificamente en el colon [39]. Por lo tanto, un sistema que combine
la administracion de farmacos mediante nanoparticulas con la administraciéon de
medicamentos usando polisacaridos, podria liberar de manera especifica y controlada los

farmacos como el 5-FU en el colon.

Galactosa

mananasa

Q0 Q

Manosa

Figura 1.8 Esquema de la degradacion enzimatica de la GG.
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HIPOTESIS

El recubrimiento de los complejos de PAMAM/5-FU con GG, permitira obtener un nuevo

sistema para la liberacion del firmaco 5-FU de manera controlada y especifica en el colon.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la viabilidad del sistema a base de complejos de dendrimero/farmaco y goma guar
para su potencial uso como sistema de liberacion especifica y controlada del farmaco 5-FU

en el colon.
Objetivos especificos

= Sintetizar dendrimeros de PAMAM por el método de crecimiento divergente.

= (Caracterizar fisicoquimicamente los dendrimeros mediante FTIR, UV-vis, RMN-
1H, DLS y TGA.

= Elaborar y caracterizar complejos de dendrimero/farmaco.

= Estudiar la cinética de liberacion de los complejos dendrimero/farmaco.

= Estudiar el efecto de la concentracion de la GG como material de recubrimiento en

los sistemas de administracion de farmacos a base de dendrimeros.
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CAPITULO 2
2.1. Materiales

Los dendrimeros de PAMAM se sintetizaron utilizando etilendiamina (EDA, 99% de
pureza), acrilato de metilo (MA, 99% de pureza) y metanol (MeOH, grado ACS). La EDA
y el MA se obtuvieron de Sigma-Aldrich Co. (Milwaukee, WI, USA), el MeOH se adquiri6
de J.T. Baker (Matsonford Road, Radnor, PA). Todos los productos se utilizaron sin
purificacion adicional excepto la etilendiamina, la cual se destildo antes de su uso. Los
dendrimeros sintetizados formaron complejos con el 5-fluorouracilo, adquirido de Sigma-
Aldrich. Los estudios de liberacion in vitro del 5-FU a partir de los complejos se realizaron
en solucion bufer de fosfato salino (PBS, 7.4 pH) de Sigma-Aldrich usando tubos de
diélisis de celulosa con un corte de peso molecular de 500-1000 Daltons suministrados por
Spectral/Por® (Rancho Dominguez, CA, USA.) Para formar tabletas, los complejos de
PAMAM/5-FU se recubrieron con goma guar (GG) y celulosa microcristalina (CM)
adquiridas de Sigma-Aldrich. Acido hidroclérico (HCL, 37% p/p), PBS y una enzima endo-
1,4-p-mananasa (Cellvibrio Japonicus) de Megazyme (Bray, Wicklow, Irlanda) se
utilizaron en los estudios de liberacion in vitro del 5-FU que simulan las condiciones del

tracto gastrointestinal.

2.2. Sintesis de dendrimeros de PAMAM
2.2.1 Procedimiento general

La sintesis de los dendrimeros de PAMAM se llevo a cabo siguiendo el método de
crecimiento divergente descrito por Tomalia et al [40]. Esta técnica consiste en la
alternacion de dos reacciones: (i) una reaccion de adicion nucleofilica (también conocida
como reaccion de Michael) entre la etilendiamina y el acrilato de metilo que da como
resultado un dendrimero con grupos éster en la capa externa denominado “dendrimero de
media generacién”, y (ii) una reaccion de amidacion del dendrimero generado en el paso
anterior con un exceso de etilendiamina, la cual produce un dendrimero con grupos amina
en la capa externa y se conoce como “dendrimero de generacion completa” (ver Figura

2.1). Como solvente utiliza un medio metandlico porque durante la reaccion se libera
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metanol. Estas dos reacciones se repiten consecutivamente hasta llegar a la generacion

2.0G. La sintesis detallada de los dendrimeros se describe en las secciones 2.2.2 y 2.2.3.

(a) Michael reaction

H;C
° 3 \DJKL
N

HN/\/NHZ + 4 HZC\\\J\ /CH3 - . N/\‘/
2 ]

Q

“SCHy

MA

EDA

(b) Amidation reaction

i o
HN/\/NH2 = N + 4 HC
K
"
b MeOH
EDA /i j\’( ~" NH,
HEN‘\/\ ]

0.0G
Figura 2.1 Mecanismo de la sintesis de dendrimeros de PAMAM: (a) reaccion de Michael y

(b) reaccion de amidacion.
2.2.2 Sintesis de dendrimeros de media generacion (-0.5G, 0.5G y 1.5G)

En primer lugar, se disolvio acrilato de metilo en metanol y luego se transfirié a un matraz
de fonde redondo de tres bocas (ver Figura 2.2). Esta solucion se agitd lentamente con
agitacion magnética en atmosfera de nitrogeno (N2) y se enfrid en un bafio de hielo (~5 °C).
En un recipiente aparte se disolvio etilendiamina, o un dendrimero de generacion completa,
en metanol (ver Tabla 2.1) y se afiadidé por goteo a la solucion de acrilato utilizando un
embudo de adicion. Después de completar la adicion, la mezcla final se agitd durante 24 h a
temperatura ambiente (~25 °C). El exceso de acrilato de metilo y metanol se elimind por
destilacion al vacio en un evaporador rotatorio. Finalmente, el producto obtenido se seco en

una estufa de vacio a 45 °C durante 24 h [40].
2.2.3 Sintesis de dendrimeros de generacion completa (0.0G, 1.0G y 2.0G)

En el segundo paso, se afiadio etilendiamina disuelta en metanol a un matraz de tres bocas y

se agito a 5 °C bajo atmosfera de Na. Luego, el dendrimero de media generacion obtenido
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en el paso anterior se disolvid en metanol y se afiadié gradualmente a la solucion de amina.
La solucion se agit6 a 5 °C hasta completar la adicion y, después se dejo reaccionar a 25 °C
durante 4 dias. El reactivo en exceso, EDA, y el disolvente, MeOH, se removieron por
destilacién a presion reducida; en algunas ocasiones fue necesario utilizar tolueno para
eliminar completamente la amina. El producto obtenido se disolvié en agua bidestilada, se
dializ6 y luego se liofilizd [40,41]. En la Tabla 2.1 se muestra un resumen de las
concentraciones utilizadas en la sintesis de los dendrimeros de PAMAM. Algunas

recomendaciones importantes se discuten en la seccion de nexo L.

Figura 2.2 Esquema del proceso sintesis de dendrimeros de PAMAM.

Tabla 2.1 Cantidades utilizadas en la sintesis de dendrimeros de PAMAM.

Generacion Monomeros EDA (mmol) MA (mmol)
-0.5G EDA -MA 37.4 187.1
Generacion Compuestos Dendrimero (mmol) Monoémero (mmol)
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0.0G -0.5G - EDA 24.7 1236.2

0.5G 0.0G-MA 11.6 116.1
1.0G 0.5G -EDA 6.6 663.6
1.5G 1.0G -MA 4.1 839.2
2.0G 1.5G - EDA 2.8 566.9

2.3. Caracterizacion de los dendrimeros de PAMAM
2.3.1 Pruebas de color y de solubilidad

Los dendrimeros de PAMAM se caracterizaron mediante una reaccioén de color con sulfato
de cobre (CuSQO4) segun la metodologia reportada por Sing et a/ [6]. Para diferenciar entre
los dendrimeros de media generacion (-0.5G, 0.5G y 1.5G) y los de generacion completa
(0.0G, 1.0G y 2.0G) se agitd una gota de cada dendrimero con una solucion acuosa de
CuSOs al 1% p/v.

Los parametros de solubilidad se determinaron de acuerdo con el procedimiento establecido
en la norma ASTM D 3132-84 [42], con algunos cambios. En el experimento, una gota de
cada dendrimero se agitd con diferentes disolventes durante 1 h a 25 °C, y luego se dejaron
reposar hasta alcanzar el equilibrio. Por ultimo, se realizaron inspecciones visuales para

evaluar la solubilidad.
2.3.2 Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR)

Los espectros infrarrojos se obtuvieron con un espectrémetro Nicolet 8700 de Thermo
Scientific (Madison, WI, USA). Para realizar la prueba, una gota de cada dendrimero se
depositd sobre pastillas de bromuro de potasio (KBr). Los espectros se obtuvieron en el
rango de niimero de onda de 4000 a 650 cm™! con una resolucién de 4 cm ™! y un promedio

de 100 barridos.
2.3.3 Espectroscopia de ultravioleta visible (UV-vis)

Los analisis de UV-vis se realizaron en un espectrofotdometro AE-UV1608 de A&E Lab

(Hongde Road, Guangzhou, China). Los dendrimeros se disolvieron en agua bidestilada a

25



una concentracion de 10% p/v y se analizaron en el rango de longitud de onda de 190-400

nm con intervalos de 2 nm usando celdas de cuarzo.
2.3.4 Resonancia magnética nuclear de proton (RMN-1H)

Los espectros de RMN de proton se obtuvieron a temperatura ambiente con un
espectrometro VNMRS de 600 MHz de Varian (Palo Alto, CA, USA). Los andlisis se
realizaron disolviendo 20 mg de cada dendrimero en 1 mL de cloroformo deuterado

(CDCl3).
2.3.5 Dispersion de luz dinamica (DLS)

Los andlisis de DLS se llevaron a cabo a través de un Nanotrac Wave II de Microtrac
(Montgomeryville, PA, USA). Las mediciones de tamafo se realizaron a partir de
soluciones acuosas de dendrimero al 10% p/p utilizando un indice de refraccion de 1.33 a

25 °C; se realizaron tres mediciones por cada muestra.
2.3.6 Analisis termogravimétrico (TGA)

Las temperaturas de descomposicion térmica (Td) se calcularon utilizando un analizador
termogravimétrico TGA-7 de Perkin Elmer (Norwalk, CT, USA). Muestras de 5-10 mg de
cada dendrimero se calentaron en un intervalo de temperatura de 45 a 600 °C a una

velocidad de calentamiento de 10 °C/min bajo atmosfera de nitrégeno.
2.4. Caracterizacion del 5-FU

Los analisis de FTIR y UV-vis del 5-fluorouracilo se realizaron con los espectrofotometros
Nicolet 8700 y AE-UV 1608, respectivamente. El analisis termogravimétrico se llevo a cabo
a través de un analizador TGA-7. La morfologia de las particulas del farmaco se observé en
un microscopio electronico de barrido JISM-6360 LV de JEOL.

Los complejos de PAMAMY/5-FU se prepararon mezclando soluciones que contenian el
farmaco con diferentes soluciones de dendrimero en diferentes proporciones molares de
dendrimero/farmaco: 0.0G (1:4), 0.5G (1:8), 1.0G (1:8), 1.5G (1:16) y 2.0G (1:16); en
todas las formulaciones se utilizaron 5 mg de farmaco y 10 mL de agua bidestilada (ver

Figura 2.3). Las proporciones molares se establecieron a partir de estudios previos donde se
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observd que la carga maxima del farmaco depende del niimero de ramificaciones de la
generacion del dendrimero [8,25]. Las soluciones de dendrimero/farmaco se agitaron a 100
rpm durante 24 h en una placa de agitacion a 25 °C. Luego, los complejos se transfirieron a
tubos de dialisis de 500 Da y se dializaron dos veces en 100 mL de agua durante 10 min
para eliminar el farmaco que no se cargd. Después de la dialisis, se recolectaron alicuotas y
se determind indirectamente por UV-vis la cantidad de farmaco cargado en los diferentes
dendrimeros. Finalmente, las muestras se liofilizaron para obtener los complejos de
PAMAM/5-FU. Se obtuvieron cinco complejos de dendrimero/farmaco: 0.0G/5-FU,
0.5G/5-FU, 1.0G/5-FU, 1.5G/5-FU y 2.0G/5-FU.

o] S~ o
H N\/\N F
H HN
NN + 4 |
¥ o N
N ™ uH H
HaN
~TN 5 o
0.0G TU

0.0G/5-FU

Figura 2.3 Mecanismo de la formacién de complejos de PAMAMY/5-FU.

2.5. Caracterizacion de los complejos de dendrimero/farmaco (PAMAM/5-FU)
2.5.1 Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR)

El analisis de FTIR de los complejos se realizd en un espectrometro Nicolet 8700. Los

espectros se obtuvieron mediante la técnica de reflectancia total atenuada (ATR) usando un
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cristal de seleniuro de zinc, en un rango espectral de 4000 a 650 cm™!, con 100 barridos y

una resolucion de 4 cm ™.
2.5.2 [Espectroscopia de ultravioleta visible (UV-vis)

Los espectros UV-vis de los complejos se obtuvieron con un espectrofotometro AE-
UV1608. Las muestras se disolvieron en agua bidestilada al 1% p/v y se analizaron en un
rango de longitud de onda de 190 a 400 nm con intervalos de 2 nm usando celdas de

cuarzo.
2.5.3 Analisis termogravimétrico (TGA)

El andlisis termogravimétrico se realizé en un equipo TGA-7. Aproximadamente 5 mg de
cada complejo se calentaron de 50 a 600 °C, con una rampa de calentamiento de 10 °C/min

y una atmosfera de No.

2.5.4 Microanalisis por dispersion de energia de rayos X (EDX) y mapeo de

elementos

La composicion quimica de los complejos se determind mediante microanalisis por energia
dispersiva de rayos X con un sistema acoplado al microscopio electronico de barrido JSM-
6010PLUS/LA de JEOL (Tokio, Japén) operando a 10 kV. El andlisis se realizdo en
diferentes areas (n=5) permitiendo la cuantificaciéon de todos los elementos existentes.
Adicionalmente, se realiz6 un mapeo de elementos con un sistema Oxford Inca Energy 200
(Abingdon, UK) acoplado a un SEM JSM-6360 LV de JEOL. Antes de los analisis, las
muestras se depositaron sobre cilindros de aluminio utilizando una cinta de cobre de doble
cara y luego se recubrieron con una capa delgada de oro en un sistema de recubrimiento por

pulverizacion catddica Denton Vacuum Desk-I1 (Moorestown, NJ, USA) durante 1 min.

2.5.5 Microscopia electronica de barrido y microscopia electronica de transmision

(SEM-TEM)

La morfologia de los complejos se observo en un microscopio electronico de barrido JSM-
6360 LV de JEOL. El estudio se realizdo a un voltaje de aceleracion de 20 kV con

magnificaciones de 1000x; previo al estudio, las muestras se recubrieron con oro en un
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sistema Denton Vacuum Desk-II. Ademas, los complejos se observaron en un microscopio

electronico de transmision JEM 1010 JEOL con magnificaciones de 30x.
2.6. Estudios de liberacion del 5-FU a partir de los complejos de PAMAM/5-FU
2.6.1.Determinacion del farmaco encapsulado

Para estimar la cantidad del 5-FU incorporada en los distintos dendrimeros se utilizé un
espectrofotometro modelo AE-UV1608. Primero, se prepard una solucion acuosa de 5-FU
al 1% p/v y se registrd el espectro de absorcion de 190 a 400 nm para obtener las sefales
del farmaco. Se observaron dos picos de absorbancia en la region UV a A = 208 y A = 264
nm (ver Figura 2.4); para la cuantificacion del 5-FU, se uso el pico de absorcion a A = 264
nm, como se ha reportado previamente por otros autores [6].

Posteriormente, se prepard una curva de calibracion del 5-fluorouracilo en agua
destilada a diferentes concentraciones utilizando el pico de absorbancia especifico del
farmaco a A = 264 nm. La curva de calibracion obtenida fue lineal en un rango de
concentraciéon de 1 a 10 ug/ml con un valor de correlacion r* = 0.9994, tal como se observa
en la Figura 2.5.

Después de recuperar los sobrenadantes del proceso de dialisis (ver seccion 2.4) se
analizaron por espectroscopia de UV-vis para determinar su absorbancia. Esta absorbancia
se correlaciond con la curva de calibracion y se determiné la cantidad de 5-FU. Dado que
se conocia la cantidad inicial del farmaco (es decir: 5 mg), la cantidad de farmaco
encapsulado se calculd como la diferencia entre la cantidad inicial de 5-FU incorporada en

los dendrimeros y el firmaco contenido en los sobrenadantes.
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Figura 2.4 Espectro UV-vis del 5-FU.

0.6 T T T T T T T T T

05} i
—_ n
© 0.4 i
2
.©
203t i
(]
Ne]
—
o
o2l -
o

01} i

OO L 1 L 1 L 1 L 1 1

0 2 4 6 8 I 10
Concentracion de 5-FU (ug)

Figura 2.5 Curva de calibracion del 5-FU a A =264 nm.

2.6.2. Liberacion in vitro

Los estudios de liberacion in vitro del 5-FU se realizaron siguiendo el método reportado por
Sing et al. [6], con ligeros cambios. En resumen, los complejos de PAMAM/5-FU se
disolvieron en 10 mL de agua bidestilada y se transfirieron a tubos de dialisis. Luego, se

colocaron en un tubo de vidrio que contenia 100 mL de PBS como medio de disolucion
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para el proceso de dialisis (ver Figura 2.6). El medio de disolucion se agitd continuamente
con un agitador magnético y se recolectaron alicuotas periddicamente (0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8 y 24 h) mientras se reemplazaba el mismo volumen del medio de disolucion con PBS
nuevo. La liberacion del farmaco se realizé hasta las 24 h simulando el periodo habitual de
administracién del 5-fluorouracilo de un dia, que es recomendado para el tratamiento del
cancer [43,44]. La cantidad de 5-FU en las muestras extraidas del medio de disolucion se
estim6 usando un espectrofotdometro UV de A&E Lab, a una A = 264 nm en PBS en la
region UV, aplicando un procedimiento similar al descrito en la seccion 2.6.1. Los estudios

de liberacion in vitro se realizaron dos veces para cada complejo.

Bolsa de dialisis

5-FU . i ™~ Complejo

. ,sgg . e PAMAM/5-FU

Figura 2.6 Esquema del proceso de dialisis.
2.6.3. Modelado de la liberacion

Para conocer el mecanismo mediante el cual se libera el 5-fluorouracilo de los dendrimeros
de PAMAM, se aplicaron los siguientes modelos cinéticos: orden cero, primer orden,

Higuchi, Korsmeyer-Peppas y Hixson-Crowell (ver Tabla 2.2).
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Tabla 2.2. Modelos matematicos utilizados para describir las curvas de liberacion del 5-FU

Modelo Ecuacion

Orden cero f=kot

Primer orden In (1-f) = kit
Higuchi f = kut"?
Korsmeyer-Peppas 1-(1-D" =kt
Hixson-Crowell f = kipt"

f: fraccion de liberacion del 5-FU en el tiempo t; k: constante cinética

Los principales parametros cinéticos, k y n, se calcularon graficando la liberacion
. , . . 2 .,
acumulativa del farmaco frente al tiempo; luego se calcularon n, k y r° con una regresion

lineal. En todos los modelos, la concentracion inicial del farmaco fue cero (es decir fo = 0).
2.7. Recubrimiento de los complejos de PAMAM/5-FU con GG
2.7.1. Elaboracion de pastillas

El recubrimiento de los complejos de dendrimero/farmaco con goma guar se realiz6 en dos
etapas. En la primera etapa, el firmaco se mezcl6 con celulosa microcristalina (5 mg/5 mg)
con la ayuda de una espatula, luego se colocaron en un pastillador de 6 mm de didmetro y
se comprimieron manualmente en una prensa Carver, aplicando una fuerza de 1 T durante 5
min. En la segunda parte, diferentes cantidades de GG (100, 150, 200 y 250 mg) se
mezclaron y tamizaron con celulosa microcristalina (10% en peso, en relacion al peso de la
GG utilizada) para obtener el material de recubrimiento; la CM se incluyé en las
formulaciones para impartir suficiente dureza, debido a que las tabletas elaboradas con GG
resultaron ser muy suaves. Posteriormente, la mitad del material de recubrimiento se coloco
en la cavidad de un pastillador de 13 mm de didmetro, luego las tabletas obtenidas en la
primera etapa se colocaron cuidadosamente sobre el material de recubrimiento y se llenaron
con la otra mitad del material (ver Figura 2.7). Finalmente, el sistema se comprimi6 en una
prensa, aplicando una fuerza de 3 T durante 5 min [27]. El mismo procedimiento se realizo
con los complejos una vez que se determind que concentracion de GG y CM proporciond

los mejores resultados.
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Figura 2.7 Esquema del proceso de recubrimiento.
2.7.2. Estudios de liberacion in vitro

Para evaluar la resistencia del recubrimiento de goma guar, las tabletas se sometieron a
estudios de liberacion in vitro en diferentes medios que simulan el entorno fisioldgico del
estomago, el intestino delgado y el colon. La metodologia, medios fisioldgicos y tiempos
de reaccion se basaron en estudios previos con ligeras modificaciones [16,17,27,28].

Cada tableta se colocd dentro de un contenedor de acero inoxidable y luego se
sumergid en vasos de vidrio que contenian 200 mL de los distintos medios fisiologicos, los
cuales se agitaron a 37 °C y 100 rpm (Figura 2.8). Para simular el medio estomacal, las
muestras se mantuvieron en una solucién 0.1 N de HCI durante 2 h, ya que el tiempo de
vaciado gastrico es de alrededor de 2 h. Después, el medio de disolucion se reemplazd con
una solucion de PBS 7.4 pH y las muestras se mantuvieron en este sistema durante 3 h, ya
que el tiempo de transito en el intestino es de aproximadamente 3 h [16,17,27,28].

Por ultimo, las muestras se transfirieron a una soluciéon de PBS 6.7 pH que ademas
contenia la enzima endo-1,4-f-mananasa, simulando la accidon enzimatica producida por las
bacterias del colon. Los estudios de liberacion in vitro en este medio se llevaron a cabo

durante 19 h, completando asi una digestion de 24 h. También se realizaron estudios sin la
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enzima, como medio de control. Al final de cada periodo de tiempo, se recolectaron

alicuotas para determinar el contenido de 5-FU liberado [16,17,27,28].

Medio de disolucion

Contenedor

Farmaco

St
[ lm—

Figura 2.8 Esquema de la liberacion in vitro del 5-FU a partir de las tabletas recubiertas con
GG.

2.7.3. Activacion de la enzima

Las reacciones enzimadticas fueron realizadas con la endo-1,4-f-mananasa del Cellvibrio
japonicus. Las condiciones de reaccion utilizadas fueron las recomendadas por el
proveedor. Primero, se ajustd el pH de PBS a 6.7 con HCI, y la solucion se dejé a 37 °C
bajo agitacion magnética antes de adicionar la enzima. Treinta minutos antes de utilizar este
medio de reaccion, se adiciono la enzima a una dosis de 1 nkat para su activacion (Un katal
es definido por el fabricante como la cantidad de enzima requerida para liberar un mol de

equivalentes de manosa por segundo del galactomanano).
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2.7.4.Determinacion de la cantidad de 5-FU liberado

Para determinar la cantidad del 5-FU liberada en los distintos medios fisioldgicos se utilizé
un espectrofotometro UV de A&E Lab. Se prepararon soluciones de cada medio (HCI, PBS
7.4 pH y PBS 6.7 pH) para el 5-FU al 0.1% p/v y luego se registraron los espectros de
absorcion de UV de 190 a 400 nm para obtener las sefales del farmaco. Para la
cuantificacion del 5-FU, se uso el pico de absorciéon a A = 264 nm, utilizando un
procedimiento similar al descrito en la seccion 2.6.1. Dado que la GG y la CM no muestran
sefiales en el UV y los dendrimeros no absorben a esta longitud, la sefial observada

pertenece Unicamente al farmaco.
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CAPITULO 3
3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Caracterizacion de los dendrimeros de PAMAM
3.1.1. Propiedades generales

Los dendrimeros de PAMAM obtenidos fueron liquidos aceitosos ligeramente amarillos,
cuya intensidad de color incrementaba a media que aumentaba la generacion del
dendrimero. La morfologia de las particulas de los dendrimeros fue en forma esférica,
también se observd que se encuentran fuertemente aglomeradas (ver Anexos. Figura A3).
La viscosidad de los dendrimeros fue mayor en el caso de los dendrimeros de generacion
completa en comparacion con los dendrimeros de media generacion. Los dendrimeros
fueron solubles en metanol, etanol, agua y solucion bufer de fosfato salino, e insolubles en
éter dietilico.

La sintesis exitosa de los dendrimeros se confirmé primero mediante una prueba
colorimétrica con una solucion acuosa de CuSO4 segun la metodologia reportada por Sing
et al [6]. En esta prueba, los dendrimeros de generacion completa (es decir: 0.0G, 1.0G y
2.0G) exhiben un color purpura, mientras que los de media generacion (es decir: -0.5G,
0.5G y 1.5G) presentan un color azul intenso debido a la formacion de complejos entre el
ion complejo hexaaquacobre (II)-[Cu (H20)s]*" de la solucion de sulfato de cobre, con los
grupos terminales carboxilo o amina, respectivamente (ver Figura 3.1).

Los rendimientos obtenidos en las generaciones medias -0.5G, 0.5G y 1.5G fueron
97, 95 y 94%, mientras que en las generaciones completas 0.0G, 1.0G y 2.0 G fueron 94, 88
y 82%, respectivamente; el menor porcentaje de rendimiento obtenido en las generaciones
completas puede atribuirse a la dificultad de recuperar el dendrimero debido a los diversos
pasos en su elaboracion (destilacion, didlisis, liofilizacion). El progreso de la sintesis y
diferenciacion de dendrimeros de media generacion y generacion completa se confirmo

espectrofotométricamente y se discute detalladamente en las siguientes secciones.
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Figura 3.1. Prueba colorimétrica de los dendrimeros de PAMAM (-0.5G, 0.0G, 0.5G, 1.0G,
1.5G y 2.0G).

3.1.2. Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier

El andlisis de infrarrojo se utilizé para seguir el progreso de la sintesis y el crecimiento del
dendrimero hasta la generacién 2.0G. Los espectros de FTIR de los monomeros EDA y
MA, y de los dendrimeros sintetizados se muestran en la Figura 3.2. Como se puede
observar, el espectro de la EDA mostré una banda de absorcién a 3360 cm™ atribuida a la
vibracion de estiramiento del enlace N-H perteneciente a la amina primaria (NH>), mientras
que el espectro del MA exhibié bandas en 1724 y 1634 cm™ atribuidas a la vibracién de
estiramiento del grupo carbonilo (C=0) y al doble enlace carbono-carbono (C=C) del grupo
vinilo, respectivamente [45—48].

El espectro IR del dendrimero -0.5G mostr6é bandas de absorcion a 2954 y 2825 cm”
! debido a las vibraciones de estiramiento del enlace C-H de los grupos metilo y metileno
(CH3 y CH). La ausencia de la banda ancha en 3360 cm™ (debido a los grupos NH>) y de
la sefial en 1644 cm™ (debido al doble enlace C=C), asi como el desplazamiento de la
banda del C=0 de 1724 a 1740 cm’!, confirman la sintesis de esta generacion [6,40].

Por otro lado, el espectro del dendrimero 0.0G exhibi6 bandas superpuestas en 3400
y 3200 cm™ debido a las vibraciones de estiramiento del enlace N-H perteneciente a la
amina primaria (NH) de la capa interna del dendrimero y de la amina secundaria (NHz) de
la capa externa, respectivamente. También, se observaron bandas de absorcion en el rango

de 2954-2825 cm™! asociadas con las vibraciones de estiramiento del enlace C-H. Ademas,

37



la banda del carbonilo se desplazé de 1740 a 1644 cm™ debido a la formacién de un enlace
amida, lo que confirma la sintesis del dendrimero 0.0G [6,40].

La presencia de bandas de carbonilo en 1740 cm™ (debido al enlace éster) y en 1644
cm! (debido al enlace amida) alternativamente a medida que aumenta la generacion del
dendrimero sintetizado (es decir: 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0G), no sélo confirma la sintesis exitosa
de los dendrimeros, sino que también demuestra el crecimiento de esta estructura. Este
fenémeno de desplazamiento en el nimero de onda se debe a los efectos inductivos y de

resonancia de los grupos carbonilos (éster o amida) [6,40].

T T T T T T T T T

. : . .
C-H C=0
2054 8 a—CH 1644
2825
2.0G

Cc=0 /
15G 1740
C=0

- 1644
© 1.0G
=
@ N-H c=0 /|
o 0.5G 3400-3250 1740
% ) ~_ C=0
2 oo 1644
5 .
3
< Cc=0

0.5G 1740

/4 C=C
c=0 || 1%
MA 1724
N-H /
3360 M
EDA 1 N 1 L T 1 A

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de onda (cm™)

Figura 3.2. Espectros de FTIR de los monémeros (EDA y MA) y de los dendrimeros de
PAMAM (-0.5G, 0.0G, 0.5G, 1.0G, 1.5G y 2.0G).

3.1.3. Espectroscopia de ultravioleta visible

La espectroscopia de ultravioleta visible se utiliz6 como herramienta complementaria para
respaldar los cambios observados en el analisis FTIR. La Figura 3.3 muestra los espectros
de UV-vis de los mondémeros y de los dendrimeros sintetizados. Asi, los espectros de los
mondmeros presentaron una sola banda de absorcion, la cual se ubicéd a 212 nm para la
EDA y a 240 nm para el MA; en contraste, los espectros de UV-vis de los dendrimeros de

PAMAM mostraron dos bandas de absorcion. La primera banda se encuentra a 230 nm y se
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mantiene constante a medida que aumenta la generacion del dendrimero. Por el contrario, la
segunda banda se desplaza desde una longitud de onda alta a una mas baja, a medida que
aumenta la generacion del dendrimero. Este hecho también proporciona evidencia de la
sintesis de los dendrimeros de PAMAM.

Estas bandas surgen de las transiciones electronicas de los grupos cromoforos y son
altamente absorbentes. Segin Skoog et al. [49] la primera banda observada en los
dendrimeros de PAMAM y en el mondémero de EDA se atribuye al cromo6foro amina,
mientras que la segunda banda en los dendrimeros y en el monémero de MA deriva de la
transicion n—n* debido al cromoéforo carbonilo [49-52]. También se encontré que la
segunda transicion obtenida para los dendrimeros de media generacion (-0.5G, 0.5G y
1.5G) presenta un valor constante (A = 282 nm), mientras que los derivados de generaciones
completas tienden a disminuir a medida que se incrementa la generacion de 280 nm para la

generacion 0.0G a 276 nm para la generacion 2.0G.
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Figura 3.3. Espectros de UV-vis de los mondémeros (EDA y MA) y de los dendrimeros de
PAMAM (-0.5G, 0.0G, 0.5G, 1.0G, 1.5G y 2.0G).
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3.1.4. Resonancia magnética nuclear de proton

Los cambios en la estructura quimica de los dendrimeros después de cada paso de
polimerizaciéon se estudiaron mediante resonancia magnética nuclear de proton. Los
espectros de RMN-1H de los mondmeros y de los dendrimeros sintetizados se muestran en
la Figura 3.4. Como se observa, el espectro de la EDA mostr6 una unica seial a 2.37 ppm
atribuida a los protones de metileno (-CH»-). Interesantemente, no se observaron protones
unidos al atomo de nitrogeno debido, probablemente, a la velocidad de intercambio de los
protones de la amina con el deuterio del CDCls. Los hidrogenos pertenecientes al grupo
vinilo (-CH=CH>) del MA presentaron tres picos a 6.30, 6.05 y 5.73 ppm, atribuidos a los
protones en las posiciones cis, gem y trans respectivamente. La sefal observada en 3.67
ppm se asign6 a los protones de metoxilo (-O-CH3) del acrilato. Por otro parte, la sintesis
de los dendrimeros de PAMAM fue confirmada por la presencia de los protones de metilo
terminales (-COOCH3) a 3.63 ppm en los dendrimeros de media generacion, y por la
ausencia de esta sefial en este desplazamiento quimico en los dendrimeros generacion

completa [6,40].
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Figura 3.4. Espectros RMN-1H de los monomeros (EDA y MA) y de los dendrimeros de
PAMAM (-0.5G, 0.0G, 0.5G, 1.0G, 1.5Gy 2.0G).
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3.1.5. Dispersion de luz dinamica

Se realizaron mediciones de DLS para determinar y comparar los tamafios de los diferentes
dendrimeros sintetizados. Las mediciones obtenidas se resumen en la Tabla 3.1. Se
determind que el tamafio de los dendrimeros se encuentra en el rango de los nandémetros.
Los resultados de DLS mostraron un aumento en el tamafio del didmetro promedio a
medida que aumentan los dendrimeros del mismo tipo de generacion (-0.5G<0.5G<1.5G y
0.0G<1.0G<2.0G), y a medida que los dendrimeros de media generacion se modifican para
producir una generacion completa (-0.5G<0.0G, 0.5G<1.0G, 1.5G<2.0G).

La variacién del didmetro hidrodindmico (d) observada en los dendrimeros de media
generacion fue de 1.34 a 1.60 nm, mientras que en los dendrimeros de generacion completa
fue de 1.67 a 1.87 nm, probablemente debido a la nueva capa del dendrimero generada con
la siguiente generacion. A pesar de esto, no se observd una variacion del didmetro
secuencialmente (es decir: -0.5G, 0.0G, 0.5G, etc.) debido al tipo de grupo terminal en la
capa exterior (carboxilo o amina). Algunos estudios informaron diametros de 3.0 + 0.7 nm
[53] y de 4.0 £ 1 nm [54] para dendrimeros comerciales de PAMAM de generacion 4.0
disueltos en agua. Por lo tanto, los valores de los didmetros obtenidos en este trabajo se

encuentran el rango de los reportados por otros autores.

Tabla 3.1 Diametros de los dendrimeros de PAMAM (-0.5G, 0.0G, 0.5G, 1.0G, 1.5G y

2.0G).
Dendrimero d (nm)
-0.5G 1.34 +0.17
0.0G 1.67 £ 0.04
0.5G 1.40 £ 0.10
1.0G 1.65 +0.04
1.5G 1.60 +0.13
2.0G 1.87 £0.08
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3.1.6. Analisis termogravimétrico

El andlisis termogravimétrico se empled para estudiar la estabilidad térmica de los
dendrimeros. Las curvas de pérdida de masa (TGA) y de la primera derivada (DTGA) de
los dendrimeros sintetizados se presentan en la Figura 3.5. Asi, en la Figura 3.5a, se
observa que todos los dendrimeros de PAMAM tienen una pérdida de masa superior al
90%. A partir de las curvas de la primera derivada (Figura 3.5b) se puede observar que la
degradacion térmica de los dendrimeros de media generacion (-0.5G, 0.5G y 1.5G) se
produce en un solo paso, mientras que los pertenecientes a la generaciéon completa (0.0G,
1.0G y 2.0G) ocurre en dos pasos de descomposicion.

Las temperaturas de descomposicion observadas en los dendrimeros de media
generacion se encuentran alrededor de 222-256 °C y esto puede atribuirse a las escisiones
del enlace éster presente en las capas externas del dendrimero. Por otro lado, las
temperaturas de descomposicion de los dendrimeros de generacion completa estan en el
rango de 283-300 °C y 338-365 °C, y probablemente son causadas por las escisiones del
enlace amida.

Interesantemente, las curvas DTGA también muestran que la Td de los dendrimeros
de media generacion se desplazd de 256 a 222 °C debido a las escisiones de los enlaces
éster a medida que aumenta la generacion del dendrimero. Por el contrario, las dos
temperaturas de degradacion de los dendrimeros de generacion completa se desplazaron a
temperaturas mas altas a medida que aumenta la generacion del dendrimero, debido a la

alta estabilidad térmica del enlace amida.
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Figura 3.5. Curvas de (a) TGA y (b) DTGA de los dendrimeros de PAMAM (-0.5G, 0.0G,

0.5G,

3.2. Caracterizacion del 5-FU

1.0G, 1.5G y 2.0G).

Los espectros de FTIR y UV-vis, asi como las curvas de TGA/DTGA y la imagen de SEM

del 5-FU se muestran en la Figura 3.6. En el espectro FTIR (Figura 3.6a) se observan las

bandas de absorcién caracteristicas del 5-FU en 3136, 1660, 1450, 1430 y 1246 cm’!
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atribuidas a las vibraciones de estiramiento de los enlaces N-H, C=0, C=C, C-F y C-N,
respectivamente [55-57]. El espectro de UV-vis (Figura 3.6b) revel6 dos picos de
absorcion, localizados a 208 y 264 nm; la primera banda de absorcién probablemente
corresponde a la transicion n—n* del doble enlace C=C, mientras que el segundo pico pude
atribuirse a la transicion n—m* perteneciente al grupo carbonilo [6,49,52]. En el
termograma de la Figura 3.6¢ se observa que el farmaco es térmicamente estable hasta los
200 °C. La morfologia del 5-FU es en forma de pellets fuertemente aglomerados debido a

las fuertes interacciones que se producen entre las particulas del farmaco.
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Figura 3.6 (a) espectro de FTIR, (b) espectro de UV-vis, (¢) curvas TGA/DTGA vy (d)
micrografia SEM del 5-FU.
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3.3. Caracterizacion de los complejos de PAMAM/5-FU

3.3.1. Propiedades

Los complejos de PAMAMY/5-FU obtenidos fueron polvos de color blanco a diferencia de
los dendrimeros de PAMAM que eran liquidos aceitosos. Este cambio en la apariencia de
los productos sugiere que se produjo la formacion de complejos entre los dendrimeros y el
5-fluororacilo. Los complejos de PAMAMY/5-FU fueron solubles en metanol, etanol, agua y

solucion buffer de fosfato salino.
3.3.2. Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier

La espectroscopia IR se utiliz6 para estudiar las interacciones del 5-fluorouracilo con los
diferentes dendrimeros de PAMAM. Los espectros FTIR de los dendrimeros y sus
correspondientes complejos se presentan en la Figura 3.7. Se observo que los espectros de
los complejos fueron muy similares a los obtenidos por los dendrimeros, aunque se
observaron algunas diferencias; por ejemplo, el cambio de algunas bandas de absorcion
indica la presencia de interacciones entre los dendrimeros y el 5-fluorouracilo. Los cambios
méas notables ocurrieron en la regiéon de 3400-3200 cm™ donde las bandas de absorcion
atribuidas a la vibracion N-H de los grupos de amina de los dendrimeros se desplazaron a
nimeros de onda mas bajos (3260-3253 cm™) una vez que se formaron los complejos. Un
comportamiento similar se observo en la banda del carbonilo de los dendrimeros, que se
desplazé ligeramente (1740 cm™' en medias generaciones y 1644 cm™ en generaciones
completas) a longitudes de onda mas bajas (1645-1628 cm™) en los complejos PAMAM/5-
FU. Los desplazamientos de estas bandas se deben a la formacién de interacciones,
probablemente, puentes de hidrégeno entre los dendrimeros y el 5-FU, lo que confirma la
complejacion [8,25]. En la Figura 3.8 se muestra una representacion esquematica de los
sitios potenciales para la formacion de puentes de hidrégeno. Ademas, los espectros de
FTIR de los complejos muestran dos bandas débiles a 798 y 738 cm™ que no estaban
presentes en los espectros de los dendrimeros; estas bandas se atribuyen a la banda de
flexion C-H fuera del plano del anillo aromatico del 5-FU y confirman la presencia del

farmaco en los dendrimeros [55,57].
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Figura 3.8. Representacion esquematica de los puentes de hidrogeno entre los dendrimeros

(generacion media y completa) y el 5-FU.
3.3.3. Espectroscopia de ultravioleta visible

Se realiz6 el andlisis de ultravioleta visible para estudiar los cambios en los dendrimeros
tras la formacion de los complejos con el 5-FU. Los espectros UV-vis de los dendrimeros
de PAMAM vy sus respectivos complejos se muestran en la Figura 3.9. En general, los
espectros de los complejos muestran diferencias con los obtenidos para sus
correspondientes dendrimeros. Asi, las dos bandas de absorcion que aparecian a 230 nm y
alrededor de 280 nm en los dendrimeros ahora son reemplazadas por una sola sefial ancha
centrada cerca de los 248 nm [49,52,58]. Este hecho podria atribuirse a que el espectro UV-
vis del 5-FU también muestra sefiales en esta region que generan un traslape de bandas en
el intervalo de longitud de onda de 190-300 nm. Este resultado evidencia las fuertes
interacciones que se forman entre los dendrimeros y el 5-fluorouracilo después del proceso

de complejacion.
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Figura 3.9. Espectros UV-vis de los dendrimeros de PAMAM vy de los complejos de
PAMAM/5-FU.

3.3.4. Analisis termogravimétrico

La estabilidad térmica de los dendrimeros de PAMAM y de los complejos de
dendrimero/fairmaco se estudi6 mediante andlisis termogravimétrico. La Figura 3.10
muestra las curvas TGA de los dendrimeros y de sus respectivos complejos. Se observé que
el comportamiento de descomposicion térmica de los dendrimeros se modifica al estar
formando complejos con el farmaco 5-FU. Los complejos de PAMAM/5-FU se
descomponen continuamente (mondtonamente) mientras que los dendrimeros se
descomponen en etapas definidas. Interesantemente, la masa residual de los complejos de
PAMAM/5-FU observada a 600 °C fue de aproximadamente 30%, mientras que en el caso
de los dendrimeros de PAMAM fue de 5-8% y de 0% para el 5-FU, lo que demuestra el

aumento de la estabilidad térmica de los dendrimeros debido a la formacion de
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interacciones con el farmaco [8,25]. Estos resultados también confirman la formaciéon de

los complejos.
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Figura 3.10. Curvas de TGA de los dendrimeros de PAMAM vy los complejos de
PAMAM/5-FU.

3.3.5. Microscopia Electronica de Barrido

La Figura 3.11 muestra las imégenes de SEM de los complejos de PAMAM/5-FU. En
general, la morfologia de los complejos se puede describir como granulos que forman
agregados de forma irregular. Las micrografias también muestran que el 5-FU se encuentra
incrustado en los dendrimeros. Debido a la pérdida de agua por la liofilizacién y a la
tendencia a la aglomeracion, tanto por el farmaco como por los dendrimeros, las particulas
de los complejos se muestran compactadas. Un comportamiento similar se observé en la
micrografia de TEM del complejo 0.0G/5-FU (Figura 3.12) donde se observo que las
particulas del 5-FU estan fuertemente aglomeradas con el dendrimero. Es importante

recalcar que el 5-FU tiene varios sitios potenciales (grupos carboxilo y amina) para formar
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interacciones con los dendrimeros de PAMAM, como se ha mencionado anteriormente, lo

cual genera la formacion de aglomerados.

0.0G/5-FU

180m 886 1 $ @ 1o GEE1

1.0G/5-FU 1.5G/5-FU

2.0G/5-FU

Figura 3.11. Microscopias de SEM de los complejos de PAMAMY/5-FU.
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Figura 3.12. Microscopia de TEM del complejo PAMAM/5-FU (0.0G/5-FU).

3.3.6. Microanalisis por dispersion de energia de rayos X

Para detectar y cuantificar el fluor en los complejos se realizaron estudios de EDX. Los
resultados de los complejos de PAMAMY/5-FU obtenidos se resumen en la Tabla 3.2. Como
puede verse, los nanoacarreadores estan compuestos principalmente por carbono (C),
nitrogeno (N), oxigeno (O) y fluor (F); la existencia de este ultimo elemento confirma la
presencia del 5-FU en todos los complejos. Interesantemente, el contenido de F parece
disminuir a medida que aumenta la generacion del dendrimero. Esto podria explicarse si se
considera que la cantidad de fltior permaneci6 constante en los complejos (debido a que se
utiliza 5 mg de 5-FU en todas las formulaciones) mientras que la masa del dendrimero
incrementa a medida que aumenta la generacion de dendrimero. Por otro lado, la Figura
3.13 muestra el mapeo de los elementos presentes en el complejo de PAMAM/5-FU
(0.0G/5-FU). En las imagenes se observa que el fliior se distribuye uniformemente sobre el
dendrimero, lo cual demuestra la presencia del 5-FU. Por otro lado, el nitrégeno no fue

observado en el mapeo debido a la sensibilidad del equipo.
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Tabla 3.2 Composicion elemental de EDX de los complejos de PAMAMY/5-FU.

Complejos de PAMAM/5-FU (% en masa)

0.0G/5-FU 0.5G/5-FU 1.0G/5-FU 1.5G/S5FU 2.0G/5-FU
36.73 £1.22 4725+338 4240+2.70 44.07+197 37.05+2.14

C
N 30.02+1.75 22.86+0.81 3228+2.67 2393+1.69 32.88+2.69
O
F

Elemento

2497+ 1.56 2490+ 1.71 20.54+2.23 26.71+£2.09 24.78+2.67
8.29+244 5.00 +1.92 4.79 + 0.97 529+1.19 4.61 +1.80

C Kal_2

O ka ' o N Flal_2
Figura 3.13. Mapeo EDS del complejo PAMAM/5-FU (0.0G/5-FU).

3.4. Estudios de liberacion

3.4.1. Eficiencia de encapsulacion

La cantidad de 5-FU cargada en los diferentes dendrimeros se resume en la Tabla 3.3. En
general, todos los complejos mostraron una alta capacidad de carga de farmaco. Los datos
muestran que hay menos carga de farmaco dentro de los dendrimeros de media generacion
(0.5G y 1.5G) en comparacion con los dendrimeros de generacion completa (0.0G, 1.0G y
2.0G).



Como se mostr6 en la Figura 3.8, los dendrimeros de media generacion tienen un
solo sitio en cada ramificacion donde pueden formar puentes de hidrogeno con el 5-FU,
mientras que los dendrimeros de generacion completa contienen multiples sitios para
formar puentes de hidrégeno con el farmaco, lo que puede favorecer a una capacidad de
carga mas alta; sin embargo, estos sitios no pueden ocuparse simultineamente debido al
impedimento estérico.

Los resultados también sugieren que los dendrimeros de generacién completa
encapsularon la misma cantidad de 5-FU (~ 94%) que los dendrimeros de media generacion
(~ 90%). Esto indica que la eficiencia de encapsulacioén no estd en funcidon del tamafio del
dendrimero, sino en funcion del tipo de generacion (es decir: media generacion o

generacion completa).

Tabla 3.3 Eficiencia de encapsulacion de los complejos de PAMAM/5-FU.

Complejos de PAMAMY/5-FU  Eficiencia de encapsulacion (%)

0.0G/5-FU 94.35+£1.20
0.5G/5-FU 90.04 £0.74
1.0G/5-FU 94.64 £0.37
1.5G/5-FU 89.63 £ 1.15
2.0G/5-FU 95.55+0.41

3.4.2. Liberacion in vitro del 5-FU de los dendrimeros de generacion completa

La liberacioén in vitro del 5-FU a partir de los dendrimeros de generacion completa (0.0G,
1.0G y 2.0G) se muestra en la Figura 3.14. Como se puede observar, los perfiles mostraron
que la liberacion del farmaco a partir de estos dendrimeros es mas lenta que la obtenida por
la muestra control. Este perfil de liberacion podria deberse a la formacion de multiples
interacciones (como se observa en FTIR, Figura 3.7), probablemente por puentes de
hidrégeno, entre los grupos carbonilo y amina pertenecientes al farmaco y a los

dendrimeros (ver Figura 8).
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Figura 3.14. Perfiles de liberacion in vitro del 5-FU de los dendrimeros de generacion

completa.
3.4.3. Liberacion in vitro del 5-FU de los dendrimeros de media generacion

La Figura 3.15 muestra los perfiles de liberacion del 5-FU de los dendrimeros de media
generacion (0.5G y 1.5G). Se encontr6 que la liberacion del farmaco a partir de estos
dendrimeros es similar a la obtenida por el control, el cual se caracteriza por una velocidad
de liberacion rapida. Este resultado puede deberse a las pocas interacciones (puentes de
hidrégeno) entre el farmaco y los dendrimeros de PAMAM de medias generaciones. Como
se mostrd en la Figura 3.8, los dendrimeros de media generacion tienen un solo sitio (en
cada ramificacion) para formar puentes de hidrégeno con el 5-FU. Por tanto, es mas dificil

retener el fArmaco en este tipo de dendrimero.
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Figura 3.15. Perfiles de liberacion in vitro del 5-FU de los dendrimeros de media

generacion.

3.4.4. Comparacion entre complejos de dendrimeros de media generacion Yy

generacion completa

Se observo en la Figura 3.16 que para los dendrimeros de media generacion, la liberacion
del 5-FU fue mas répida que para los dendrimeros de generacion completa. La liberacion
lenta de 5-fluorouracilo de los complejos 0.0G/5-FU, 1.0G/SFU y 2.0G/5-FU podria
deberse a las interacciones mas fuertes del farmaco con los grupos exteriores (carbonilo y
amina) de los dendrimeros de PAMAM. Por lo tanto, podria sugerirse que la fuerza y el
numero de interacciones electrostaticas determinan el comportamiento de liberacion del
farmaco a partir de los dendrimeros, las cuales son mas fuertes en los dendrimeros de
generacion completa. El estudio también revel6 que el complejo 2.0G/5-FU liberd la menor
cantidad de farmaco durante el tiempo de prueba; esto se debe a que el dendrimero 2.0G
tiene un alto namero de grupos funcionales, en comparacioén con los otros dendrimeros, lo

que permite mas interacciones con el 5-FU.
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Figura 3.16. Perfiles de liberacion in vitro del 5-FU de los dendrimeros.
3.4.5. Modelado de la cinética de liberacion de 5-FU

Para representar el comportamiento de liberacion del farmaco a partir de los complejos de
PAMAM/5-FU, los datos se ajustaron a diferentes modelos cinéticos. En la Tabla 3.4 se
resumen los resultados de los modelos utilizados para describir la cinética de liberacion del
5-FU, donde se muestran los valores de la constante cinética (k) y el coeficiente de
correlacion (1) para cada modelo. Como puede verse, los modelos que mejor describen los
fenémenos de liberacion de farmacos dependen del tipo de generacion (media o completa)
del dendrimero. Por lo tanto, los modelos de mejor ajuste para los dendrimeros de media
generacion fueron los de primer orden y Korsmeyer-Peppas, mientras que para los
dendrimeros de generacion completa los de mejor ajuste fueron los modelos de Higuchi y

Korsmeyer-Peppas.

56



Tabla 3.4 Resultados de los modelos matematicos utilizados para describir las curvas de

liberacion de 5-FU.

Orden cero Primer orden Higuchi Korsmeyer-Peppas Hixon-Crowell

Muestra
1.2 k (s—l) I.2 k (s—l) 1.2 k (s-1/2) 1.2 k (S-n) 1.2 k (S-1/3)

5-FU 0489 4e-5 0939 -0.0001 0.926 0.0065 0.952 0.028 0.836 3e-5
0.0G/5-FU  0.845 4e-5 0995 -7e-5 0986 0.0051 0.984 0.0056 0.973 2e-5
0.5G/5-FU  0.589  4e-5 0962 -0.0001 0.934 0.0066 0.943 0.013 0.884 3e-5
1.0G/5-FU 0903 4e-5 0.862 -8e-5 0.977 0.005 0.975 0.0056 0.948 2e-5
1.5G/5-FU  0.523  4e-5 0978 -0.0001 0.947 0.0064 0.972 0.017 0.887 3e-5
2.0G/5-FU  0.887 3e-5 0.990 -6e-5 0.963 0.0047 0.960 0.0052 0.969 2e-5

3.5. Estudios de liberacion in vitro a partir de las tabletas recubiertas con goma guar

3.5.1. Efecto del pH y tiempo sobre los recubrimientos de GG

El porcentaje de farmaco liberado a partir de las tabletas recubiertas con diferentes
concentraciones de goma guar en diferentes medios fisiologicos se muestra en Figura 3.17.
Se observé que tres formulaciones permanecieron casi intactas y conservaban sus
recubrimientos después de las 24 h, ademas se observd un ligero hinchamiento en las
tabletas debido a la absorcion del agua. Sin embargo, la tableta recubierta con la
formulacion més baja de goma guar (100 mg) se rompié en el medio fisiologico que
simulaba al estomago (HCI 0.1 N) liberando la mayor cantidad de su carga y, por lo tanto,
no se estudié mas. Por otro lado, aproximadamente el 10% del farmaco se liberé en los
medios que simulaban el tracto gastrointestinal superior. Asi, los recubrimientos de goma
guar pueden evitar que el farmaco se libere en el entorno fisiologico del estomago y el
intestino delgado. La pequena liberacion observada en estos medios podria deberse a la
disolucion de las particulas del farmaco que quedan adsorbidas en los alrededores de la
tableta, y su posterior difusiéon. Los resultados de los estudios de liberacion in vitro
demuestran que la goma guar es capaz de proteger al farmaco en distintos medios del tracto

gastrointestinal, soportando el gradiente de pH durante largos periodos de tiempo.
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Figura 3.17. Liberacion del 5-FU a partir de los recubrimientos de GG en medios que

simulan el PH del estobmago, intestino y colon.
3.5.2. Efecto de la actividad enzimatica sobre los recubrimientos de GG

Los resultados de la liberacion del farmaco de las tabletas cuando se sometieron a estudios
de liberacion in vitro que simulaban los medios del estdmago, el intestino delgado, y el
colon con la enzima endo-1,4-f-mananasa se muestran en la Figura 3.18. Como se puede
observar, menos del 15% del farmaco se liberd en los medios fisiologicos del estomago e
intestino y la mayor parte del contenido se liberé en el medio que contenia la enzima de
mananasa. Estos resultados demuestran la capacidad de proteccion que presenta la goma
guar contra los medios acidos y basicos y, también su susceptibilidad a la degradacion
enzimatica producida en el colon humado. A partir de estos resultados, se utilizé la
formulacion con 250 mg de GG para elaborar tabletas que contenian los complejos de

dendrimero/farmaco ya que fue la que presentd mejores resultados.
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Figura 3.18. Liberacion del 5-FU a partir de los recubrimientos de GG en medios que

simulan el estdbmago, intestino y colon humano (enzima de mananasa).

3.5.3. Efecto del tiempo, pH y de la actividad enzimatica sobre los complejos de

dendrimero/farmaco, recubiertos con GG

En la Figura 3.19 se muestra el porcentaje de 5-FU liberado de los complejos de
dendrimero/fdrmaco que estaban recubiertos con GG (250 mg) cuando se mantuvieron en
medios fisiologicos que simulaban el estomago, intestino y colon. De manera general, se
observd que la GG fue capaz de proteger a todos los complejos del ambiente acido del
estbmago y bdasico del intestino, solo un pequeio porcentaje (< 5%) se liberd de las
formulaciones. Por otro lado, cuando las tabletas se mantuvieron en el medio que simulaba
al colon, se encontrd que la cantidad de 5-FU liberada fue menor a la observada en las
formulaciones que contenian el farmaco puro (ver Figura 3.18), lo que indica que el
medicamento no terminaba de liberarse de los dendrimeros. También se observd que la
cantidad liberada a partir de los complejos 0.5G y 1.5G fue mayor que en los demas
complejos, esto puede deberse a la mayor tasa de liberacion del 5-FU a partir de los
dendrimeros de media generacion y, concuerda con lo observado en las pruebas de

liberacion in vitro por didlisis (ver seccion 6.3). Estos resultados sugieren que la GG es
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capaz de brindar proteccion a los nanoacarreadores de farmacos a base de dendrimeros
contra el ambiente fisiologico del tracto gastrointestinal, por lo tanto, pueden ser utilizados
como vectores de liberacion controlada y focalizada, una vez que entran en contacto con las

enzimas localizadas en el colon humano.
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Figura 3.19. Liberacion del 5-FU de los complejos de PAMAMY/5-5FU recubiertos con GG

en medios que simulan el estdbmago, intestino y colon humano (enzima de mananasa).
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CONCLUSIONES

En este trabajo se sintetizaron dendrimeros de PAMAM Yy la sintesis se confirm6 mediante
FTIR, UV-vis, IH-NMR, DLS y TGA. Los dendrimeros obtenidos se utilizaron para
preparar complejos con el farmaco 5-FU, la formacion de los complejos se demostro a
partir de las interacciones detectadas mediante FTIR, UV-vis y TGA. Los estudios de EDX
de los complejos PAMAM/5-FU confirmaron la presencia de fluor en todos los
dendrimeros. Se observo que la eficiencia de encapsulacion no depende del tamafio del
dendrimero, sino del tipo de generacion. Los estudios de liberacion in vitro por didlisis
demostraron que la liberacion del 5-FU a partir de los dendrimeros de generacion completa
ocurre mas lenta que la obtenida por los dendrimeros de media generacion; se encontrd que
el modelo de Korsmeyer-Peppas es el que mejor describe la cinética de liberacion del 5-FU
para todos los complejos. Los estudios de liberacion in vitro que simulan las condiciones
del tracto gastrointestinal demostraron que los complejos de PAMAMY/5-FU recubiertos
con GG son capaces de resistir los medios fisiolégicos que simulan el estomago y el
intestino, y que el recubrimiento de GG se degrada por la enzima de mananasa, liberando
su carga. Los resultados confirman que los dendrimeros de baja generacion (0.0G-2.0G)
recubiertos con GG son un sistema de liberacion adecuado para aplicaciones de

administracién de farmacos de manera controlada y especifica en el colon.
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ANEXOS

Anexo 1

Aunque algunos autores [59,60] recomiendan utilizar los monémeros sin purificacion, en
este trabajo cuando se realizd la sintesis sin purificar la etilendiamina, se observaron
impurezas en el producto obtenido, por lo tanto, se recomienda destilar la amina previo a la

sintesis de los dendrimeros de PAMAM como recomienda Tomalia et al [40].

Figura Al. Impurezas en la sintesis de dendrimeros de PAMAM.

Por otra parte, algunos autores [6,40] recomiendan secar los dendrimeros de generacion
completa después de la destilacion, en este trabajo se observo que el secado puede generar
productos, probablemente entrecruzado, como el observado en la Figura A2. Por tal motivo,
se recomienda liofilizar el producto resultante de la destilacién en lugar del secado, ya que

en este método las condiciones de secado son a temperaturas bajo 0 °C.

Figura A2. Dendrimeros defectuosos debido al secado.
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Anexo 2

La micrografia de TEM (Figura A3) del dendrimero 0.0G mostr6 que las particulas tienen

forma esférica y se encuentra altamente aglomerados.

JEOL 1010 Mag: 30 kx 500 nm =

Figura A3. Microscopia de TEM del dendrimero de PAMAM (0.0G).
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