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RESUMEN

La encapsulacion es una metodologia versatil para controlar la liberacion de los farmacos, debido
a que un farmaco encapsulado presenta ventajas de dosificacion con respecto a otras formas de
administracion y forma parte de la tecnologia de formas farmacéuticas de liberacion modificada
de farmacos. Entre los sistemas de soporte empleados para la liberacion controlada de farmacos
destacan los compuestos poliméricos. En este proyecto se plantea la obtencion y caracterizacion
de sistemas micro y nanoparticulados poliméricos, biocompatibles, en base a una matriz de
PDLA poli(acido D Lactico) aplicados en la liberacion controlada de dos derivados de sulfanil-
chalconas que presentan actividad antimalarica, los compuestos (2E)-1-[4-(bencilsulfanil)fenil]-
3-(4-clorofenil)prop-2-en-1-ona y (2E)-1-[4-(bencilsulfonil)fenil]-3-(4-fluorfenil)prop-2-en-1-
ona. La preparacion de las micro/nanoparticulas se llevd a cabo siguiendo el método de
microemulsificacion. Para conocer la morfologia de las particulas obtenidas se utiliz6 la técnica
de microscopia electrénico de barrido. Para evaluar el porcentaje de encapsulacion de los
derivados de chalcona se realiz6 un andlisis por espectroscopia UV, dando como resultado que el
porcentaje de encapsulacion fue de un 99%. A fin de evaluar la posible citotoxicidad de las
micro-nanoparticulas se realiz6 un estudio de la supervivencia celular in vitro, en células del tipo
MCF-7 de cancer de mama y NIH-3T3 de fibroblastos murinos, por medio del ensayo
colorimétrico basado en la reduccion metabolica del MTS, midiendo la produccion de formazén a
550 nm. De igual manera, a fin de evaluar la hemocompatibilidad se realiz6 un ensayo para
evaluar la capacidad de los compuestos en producir hemolisis en eritrocitos humanos, midiendo
la hemoglobina liberada a 595 nm. En ambos casos se obtuvieron resultados favorables indicando
que estos sistemas no son citotoxicos a las concentraciones ensayadas (100 ppm) y ademas son
hemocompatibles (1-1000 ppm). Los resultados demuestran que este tipo de sistema presenta una
alta potencialidad de uso para aplicaciones farmacoldgicas y biomédicas.
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ABSTRACT

Encapsulation is a versatile methodology for controlling the release of drugs, because an
encapsulated drug has dosage advantages over other forms of administration and it is part of the
pharmaceutical technology of modified drug release forms. Among the support systems used for
the controlled release of drugs, polymer compounds stand out. This project proposes the
obtaining and characterization of micro and nanoparticulate polymeric, biocompatible systems,
based on a matrix of PDLA poly (D-lactic acid) applied in the controlled release of two
derivatives of sulfanil-chalcones that present antimalarial activity, the compounds (2E) -1- [4-
(benzylsulfanyl) phenyl] -3- (4-chlorophenyl) prop-2-en-1-one and (2E) -1- [4- (benzylsulfonyl)
phenyl] -3- ( 4-fluorophenyl) prop-2-en-1-one. The preparation of the micro / nanoparticles was
carried out following the microemulsification method. In order to know the morphology of the
particles obtained, scanning electron microscopy technique was used. In order to evaluate the
percentage of encapsulation of chalcone derivatives, an analysis by UV spectroscopy was carried
out, resulting in a 99% encapsulation percentage. In order to evaluate the possible cytotoxicity of
the micro-nanoparticles, a cell survival study was carried out in vitro, in cells of the MCF-7 type
of breast cancer and NIH-3T3 of murine fibroblasts, by means of the colorimetric test based on
the metabolic reduction of the MTS, measuring the formazan production at 550 nm. Similarly, in
order to evaluate hemocompatibility, an assay was performed to evaluate the ability of the
compounds to produce hemolysis in human erythrocytes, measuring the hemoglobin released at
595 nm. In both cases favorable results were obtained indicating that these systems are not
cytotoxic at the tested concentrations (100 ppm) and they are also hemocompatible (1-1000
ppm). The results show that this type of system has a high potential for use for pharmacological
and biomedical applications.

Keywords: encapsulation, PDLA, chalcones, cytotoxicity, hemocompatibility.

INTRODUCCION

La encapsulacion es una metodologia versatil para controlar la liberacion de los farmacos, debido
a que un farmaco encapsulado presenta ventajas de dosificacion con respecto a otras formas de
administracion. Entre las ventajas mas comunes se encuentran la disminucion de los efectos
secundarios, para mejorar la biodisponibilidad oral, para sostener el efecto de farmacos en un
tejido seleccionado, para solubilizar farmacos para una administracion intravascular y para
mejorar la estabilidad de los agentes terapéuticos contra la degradacion enzimatica de las
nucleasas y proteasas [1].

En esta perspectiva, fabricar sistemas micro y nanoparticulados capaces de ser vehiculos dentro
del sistema bioldgico de un farmaco y que sean biocompatibles y biodegradables se convierte en
un reto. Los materiales poliméricos empleados en medicina incluyen polimeros sintéticos que
imitan polimeros naturales con modificaciones quimicas. Estas modificaciones se hacen para
mejorar la biocompatibilidad, degradabilidad, o para introducir otras propiedades deseadas. La
permeabilidad de los materiales poliméricos puede ser modificada y controlada [2].
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Algunos aspectos generales de micro y nanoparticulas han sido estudiados con anterioridad. Se
han empleado los siguientes agentes como material de recubrimiento: poli-alquil cianoacrilato
(PACA) [3] poli-g-caprolactona (PCL) [4], acido polilactico (PLA) [5], polietilenglicol (PEG)
[6], poli (hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) (PHBHV) [7][8], poli(metil metacrilato [9],
poli(metacrilato,PMA) [10], entre otros, por su alta biocompatibilidad.

Los métodos de obtencidon de micro y nanoparticulas cominmente empleados, encontrados en la
literatura son: evaporacion del solvente y separacion de fases o via emulsion [11][12].

En el método via emulsion, se tienen dos fases: en una el o los monémeros de las sustancias
poliméricas son dispersados en un medio, donde un agente estabilizante es capaz de controlar la
polimerizacion dentro de unas micelas, y se puede mantener un tamafio microscopico. En este
proceso de emulsion, es un factor clave en el tamafio de particula de los polimeros resultantes la
velocidad de agitacion y el medio donde se agita.

El siguiente trabajo es un estudio de la obtencién de micro/nanoparticulas de poliacido lactico
(PDLA) para encapsular dos derivados de sulfanil-chalconas que poseen actividad antimalarica
[13], por el método via emulsion.

METODOLOGIA

Reactivos.

Se emplearon los compuestos derivados de sulfanil-chalconas: (2E)-1-[4-(bencilsulfanil)fenil]-3-
(4-clorofenil)prop-2-en-1-ona (PM= 364,89 g/mol) y (2E)-1-[4-(bencilsulfonil)fenil]-3-(4-
fluorfenil)prop-2-en-1-ona (PM= 348,44 g/mol). Se uso el polimero Poliacido lactico (PDLA)
(M\~91102g/mol) en su version comercial en forma de pellets. Se dispuso de Polivinil Alcohol
(PVA) (Mw~2x10°g/mol) en su version en polvo. Agua desionizada, cloroformo. Los materiales
fueron suministrados por el Laboratorio de Quimica Organica, Grupo B5IDA de la USB y por el
laboratorio de Quimica General de la Facultad de Farmacia UCV.

Instrumentos
Beakers, pipetas, balones aforados, cilindros graduados, micropipetas, agitadores magnéticos,
beaker con aletas, microespatula.

Equipos.

Los instrumentos de laboratorio implementados fueron: Balanza Analitica, equipo de Ultrasonido
VWR™, centrifugadora, ultradispersor eléctrico IKA™T10 Basic Ultra-Turrax™ a unas 15mil
RPM, vortex Fischer Genie 2, equipo de espectroscopia UV-160 A SHIMADZU, liofilizador.

Metodologia

La preparacion de micro/nanoparticulas de PDLA, se llevo a cabo siguiendo el método de
microemulsificacion [14]. Consiste en tomar una fase acuosa con un agente estabilizante
previamente diluido, a la que se le agrega el polimero diluido en algun solvente organico
apropiado, bajo agitacion controlada.

Preparacion de las Micro y Nanoparticulas de Poliacido Lactico PDLA.
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Para cada uno de los derivados de sulfanil chalcona, (2E)-1-[4-(bencilsulfanil)fenil]-3-(4-
clorofenil)prop-2-en-1-ona (compuesto 1, clorado) y (2E)-1-[4-(bencilsulfonil)fenil]-3-(4-
fluorfenil)prop-2-en-1-ona (compuesto 2, fluorado) se siguié el mismo procedimiento de
encapsulacion.

Se prepard una solucion de 100mL de Polivinil Alcohol (PVA) en agua al 0,025% ™/, y a ella se
le afadieron 5,0mL de una solucion compuesta por el compuesto a encapsular y el polimero al
1% ™/, de Poliacido Lactico en cloroformo, lentamente durante 20 minutos y utilizando una
micropipeta. La agregacion fue bajo agitacion con el ultradispersor en conjunto con el equipo de
ultrasonido, durante un tiempo total de 120 minutos. Este procedimiento se llevo a cabo en el
reactor con aletas, ésta agitacion continua  permitiria obtener un  sistema
de liberacion de farmacos en el orden micro/nanomeétrico.

Para cada compuesto, 1y 2, respectivamente, se realizo la encapsulacion en dos tandas, ya que la
cantidad que se iba a encapsular era significativa, 26 mg para el compuesto 1 y 22 mg para el
compuesto 2. En el caso del compuesto 1 se realizaron dos tandas para encapsular 13 mg del
mismo y para el compuesto 2 dos tandas de 11 mg.

Una vez terminado el proceso, se dejo la solucion bajo agitacion hasta el dia siguiente con el fin
de evaporar el cloroformo. La solucion fue centrifugada; y las particulas sedimentadas fueron
lavadas con agua desionizada. Por ultimo, la muestra fue liofilizada, y posteriormente preparada
para la Microscopia Electronica de Barrido.

Caracterizacion por Microscopia Electronica de Barrido (MEB).

Las micro/nanoparticulas del compuesto 1 fueron observadas utilizando el microscopio
electronico de barrido modelo JEOL JSM 6460 a 15 kV, previamente, las muestras fueron
colocadas en un porta muestras y recubiertas con oro usando un equipo Sputter-coater marca
Balzers-SCD-030.

Las micro/nanoparticulas del compuesto 2 fueron preparadas mediante el método de suspension
himeda, empleando como solvente agua desionizada. Se colocd en ultrasonido y luego se
colocaron dos gotas sobre un portamuestras de aluminio con base de carb6n y posteriormente fue
recubierta con carbono; para conocer su morfologia se observéd en un microscopio electrénico de
barrido FEG Inspect 50, operando a 10kV.

Determinacion de la eficiencia de encapsulacion por Espectroscopia UV-Visible

La eficiencia de encapsulacién de los compuestos se determind indirectamente a partir de la
cuantificacion de los derivados de sulfanil chalcona presentes en las aguas de lavado, obtenidas
después de ejecutar el proceso de encapsulacion en micro/nanoparticulas. Esto parte del hecho de
que, al conocer la cantidad total de compuesto que se planted encapsular inicialmente y la
cantidad presente en las aguas de lavado, se puede estimar por diferencia la cantidad de
compuesto asociado a las particulas cargadas.

En este sentido, se realizo una extraccion de los derivados del nucleo chalcona contenidas en las
aguas de lavado, empleando como solvente organico cloroformo y una solucion saturada de
NaCl.

La fase organica fue secada con el rotavapor, y el compuesto obtenido fue llevado a un volumen
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de 2 ml empleando DMSO a evaluar la absorcion de radiacion UV-Vis. Se realizaron las curvas
de calibracion correspondientes a los compuestos 1 y 2, graficando la absorbancia en funcion de
la concentracion de chalcona. Para las mediciones se us6 una longitud de onda igual a 344 nm,
valor determinado como Amax  de absorcion de los derivados de sulfanil chalcona y
posteriormente se determin la eficiencia de encapsulacién, segun la siguiente ecuacion (Ec.1):

Ec.l1  %Encapsulacion: Cantidad de chalcona encapsulada x 100%
Cantidad inicial de chalcona en el sistema

Ensayo de viabilidad: Reduccion del MTS

A fin de evaluar la posible citotoxicidad de las micro-nanoparticulas se realiz6 un estudio de la
supervivencia celular in vitro, en células del tipo MCF-7 de cancer de mama y NIH-3T3 de
fibroblastos murinos, por medio del ensayo colorimétrico basado en la reduccion metabdlica del
MTS, midiendo la produccion de formazan a 550 nm [15]. Este ensayo se basa en la capacidad de
las células vivas, mediante la actividad de sus enzimas deshidrogenasas, de reducir a la sal de
tetrazolio MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-
2H-tetrazolium)] en formazéan, que es un compuesto de coloracién violeta soluble en el medio de
cultivo, de forma que la cantidad de formazéan producido es directamente proporcional al nimero
de células vivas presentes en el cultivo estudiado.

Para realizarlo, se cultivaron las células tumorales de mama MCF-7 y no tumorales de
fibroblastos NIH-3T3 a una densidad de 5x10°células por pozo en placas de 96 pozos
CELLSTAR® junto con 100pL de medio DMEM suplementado al 15% de SFB Gibco®, y se
dejo en incubacion por 24 horas para la adherencia de las células a la placa. Posteriormente, se
retird el medio de cultivo y se agregaron 90uL del medio junto con 10uL de los sistemas
micro/nanoestructurados de derivados de sulfanil chalcona a concentracién 1000 ppm de forma
tal que la concentracion de cada compuesto en cada pozo fue de 100 ppm. Se incubaron a 37°C
por 24, 48 y 72 horas, y al cumplirse dicho tiempo se agregaron 20uL del MTS CellTiter 96®
AQueous One Solution Cell Proliferation Assay G358A Promega®, se esperaron 4 horas y se
realizd la lectura de las placas a 490nm utilizando el lector de placas ELISA Autobio PHOmMo®.
Como control positivo, se utiliz6 Cisplatino a diferentes concentraciones (0,5-100 uM). Los
ensayos se realizaron por triplicado.

Ensayo de hemocompatibilidad

Para observar si los sistemas micro/nanoestructurados de derivados de sulfanil chalcona
seleccionados poseen un efecto citotoxico sobre eritrocitos humanos, se realizd un ensayo de
hemolisis segun la metodologia de Evans et al. [16], en el que se utilizd 5ml de sangre recién
extraida de un donador, se colocaron en un tubo heparinizado y se centrifugaron a 500rpm por 5
minutos. Luego, se marcé el nivel de plasma en el tubo (capa superior de color amarillenta) y se
aspiro dicha capa utilizando una micropipeta, con cuidado de no aspirar a la capa inferior de
hematocritos. Se agreg6 una solucion de NaCl de 150mM hasta la marca del nivel de plasma, se
agito el tubo por inversion, se centrifugd nuevamente a 500rpm por 5 minutos y se aspiré el
sobrenadante. Esto se repetidé un total de 3 veces y posteriormente se colocd tampdn fosfato
salino (PBS 1X) de pH 7.4 hasta la marca realizada, se agité por inversion y se centrifugo.
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Luego de los lavados, se retird el sobrenadante, se agregé PBS hasta la marca, se agité por
inversion, se tomd 1ml de dicha solucidn correspondiente a 100% de eritrocitos, y se afiadio a
49ml de PBS en un tubo Falcon para formar una solucion de 1:50 de eritrocitos (2%). Se
agregaron 800uL de dicha solucion a tubos eppendorf de 2ml, y a cada uno se le coloc6 200uL de
los sistemas micro/nanoestructurados de derivados de sulfanil chalcona en un rango de
concentraciones entre 1 y 1000ppm, de forma tal que el volumen total en cada tubo sea de 1ml, y
se incubaron por 1 hora a 37°C. Como control positivo, se emple6 200uL de una solucion de
Triton X-100 al 20%, y como control negativo se colocé 200uL de PBS.

Por ultimo, al terminar la incubacion, cada tubo se centrifugd a 500g por 5 minutos, se colocaron
100uL de los sobrenadantes de cada tratamiento en una placa de ELISA y se realizard la lectura a
A =595nm en un lector de placas de ELISA (Autobio PHOmMo®) para determinar el porcentaje de
eritrocitos lisados, tomando en cuenta que el 0% de lisis es el obtenido por el control negativo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacién por Microscopia Electrénica de Barrido (MEB).

En la Figura 1 se muestran las micrografias de las micro/nanoparticulas obtenidas para los
derivados de sulfanil chalconas, compuestos 1 y 2 respectivamente. En base a los resultados de
microscopia se obtuvo el siguiente valor promedio de distribucion de tamafios de particulas: X=
502 + 20 nm para las micro/nanoparticulas obtenidas a partir de PDLA (A) con el compuesto 1, X=
2940 + 150 nm para las micro/nanoparticulas obtenidas a partir de PDLA (A) con el compuesto 2.
Para las para las micro/nanoparticulas del compuesto 1 se observa una morfologia simétrica de
particulas esféricas, una mayor uniformidad y menor polidispersidad. En el caso de las
micro/nanoparticulas del compuesto 2 no se evidencia una morfologia simétrica de particulas
esféricas sino aglomerados de particulas. Posiblemente la interaccion con el surfactante puede
estar influyendo en una mayor polidispersidad (ver Figura 1).

Figura 1. Micrografias de las micro-nanoparticulas
obtenidas a partir de PDLA (A) con el compuesto 1y
PDLA (B) con el compuesto 2.Con su ampliacién e
histograma de tamafios.
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Determinacion de la eficiencia de encapsulacion por Espectroscopia UV-Visible
Para el compuesto 1, se encapsularon micro/nanoparticulas de PDLA en una relacion de 260 ug
del derivado sulfanil chalcona clorado por cada mg del polimero (en cada tanda de 13 mg), en el
caso del compuesto 2, se encapsularon micro/nanoparticulas de PDLA en una relacion de 220
ug del derivado sulfanil chalcona fluorado por cada mg del polimero (en cada tanda de 11 mg).

En la tabla 1 se muestra la eficiencia de encapsulacion de los compuestos 1 y 2 en las
micro/nanoparticulas de PDLA

Tabla 1. Eficiencia de encapsulacion de los compuestos 1 y 2 de las micro/nanoparticulas de
PDLA

MX-TANDA Cantidad anadida del Cantidad % de
compuesto encapsulada encapsulacion
Compuesto 1 (Tanda 1) 13 mg 12,99 mg 99, 92%
Compuesto 1 (Tanda 2) 13 mg 12,99 mg 99, 92%
Compuesto 2 (Tanda 1) 11 mg 10,99 mg 99, 91%
Compuesto 2 (Tanda 2) 11 mg 10,99 mg 99, 91%

Ensayo de viabilidad: Reduccion del MTS
El ensayo de citotoxicidad por MTS demostr6é que a la concentracion maxima ensayada de 100
ppm de las micro/nanoparticulas de PDLA para los compuestos 1 y 2 no presentaron toxicidad
celular apreciable ya que indujeron menos del 5% de muerte celular. Estos resultados muestran
que los mencionados sistemas no son tdxicos en estas lineas celulares, sugiriendo un alto perfil de
seguridad in vitro bajo el modelo estudiado.

Ensayo de hemocompatibilidad

El ensayo de hemolisis en eritrocitos humanos demostré que en el rango de las concentraciones
ensayadas, entre 1 y 1000 ppm, las micro/nanoparticulas de PDLA de los compuestos 1 y 2 no
presentaron lisis celular en el modelo ensayado. Estos resultados muestran que los mencionados
sistemas son hemocompatibles.

CONCLUSIONES
Se encapsularon los compuestos derivados de sulfanil-chalconas, compuesto 1 (2E)-1-[4-
(bencilsulfanil)fenil]-3-(4-clorofenil)prop-2-en-1-ona y compuesto 2 (2E)-1-[4-
(bencilsulfonil)fenil]-3-(4-fluorfenil)prop-2-en-1-ona en  micro/nanoparticulas de PDLA
obteniéndose un 99% de encapsulacion en ambos casos.

Las micro/nanoparticulas de PDLA de los compuestos 1 y 2 no presentaron toxicidad celular
apreciable en células del tipo MCF-7 de cancer de mama y NIH-3T3 de fibroblastos murinos a la
concentracion maxima ensayada de 100 ppm.
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Las micro/nanoparticulas de PDLA de los compuestos 1 y 2 no presentaron toxicidad celular en
eritrocitos humanos, en el rango de las concentraciones ensayadas (1-1000 ppm), indicando que
son hemocompatibles.

Los resultados demuestran que este tipo de sistema presenta una alta potencialidad de uso para
aplicaciones farmacoldgicas y biomédicas.
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