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Resumen

El objeto del trabajo fue cuantificar la liberacién de Indometacina (l), farmaco modelo de baja solubilidad, contenido en
Acuosomas (A), mediante un método de didlisis y espectroscopia UV. La caracterizacion estructural se efectué mediante
microscopia electrénica de transmisién y de barrido, asi como por calorimetria diferencial de barrido y espectroscopia de
infrarrojo. El tamaio de particula de los aglomerados de acuosomas estan en el intervalo de 3 a 4 um con un promedio de 3.68
pum y un error estdndar de la media de 0.0082. En comparacién con la mezcla fisica (PM) los acuosomas liberaron en los
primeros veinte minutos, doce veces mas indometacina y durante 24 h, se mantuvo esta liberaciéon en una relacién 1.6 a uno.
El infrarrojo y la calorimetria indican la formacién de interacciones entre las moléculas dentro de los acuosomas.

Abstract

The aim of this work was to determine the release behavior of Indomethacin (1), a low solubility drug model, from Aquasomes
(A) through a dialysis methodology and UV-spectroscopy. Structural characterization was evaluated by transmission and
scanning electron microscopy, differential scanning calorimetry, and infrared spectroscopy. The particle size analysis of the
clusters of aquasomes indicated an average particle size in the range of 3 to 4 um, with a media of 3.68 um, and the standard
error of the media 0.0082. Within the first twenty minutes aquasomes released twelve fold more indomethacin than the physi-
cal mixture (PM) of the compounds. The release was sustained over twenty hours in a ratio 1.6 to 1.Infrarred spectroscopy and
differential scanning calorimetry, results point out about interactions between molecules inside the acuosomes.
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Introduccion

De los dos métodos generales existentes para obtener micro y
nanoparticulas, como son micronizacién y precipitacion,! se
sabe que el ultimo evita problemas tales como una distribucién
abierta de tamafo de particulas, contaminacién del fairmaco a
través de la molienda y la inestabilidad térmica por los
materiales utilizados.2”7 Con las técnicas de precipitacidn, el
disefio de acuosomas tiene la ventaja de permitir disponer de un
area superficial grande y brindar una estabilidad mayor para el
farmaco en ambientes hidrofilicos,’ con lo cual se incrementa la
velocidad de su disoluciéon mejorando el efecto farmacolégico
del mismo. Los acuosomas son sistemas micro- o
nanoparticulados compuestos de un nicleo inorgénico cubierto
por compuestos polihidroxilados sobre los que se deposita el
farmaco y este acoplamiento es favorecido por la formacién de
los enlaces no-covalentes entre los componentes.”

El objetivo de este trabajo fue determinar los perfiles de
liberaciéon del fdrmaco modelo incorporado al acuosoma,
mediante un método de didlisis, comparando la liberacién con el
farmaco puro y con una mezcla fisica (PM) de los componentes
del acuosoma.

El método de didlisis ha sido probado con sistemas liposomales
en los que la precision es aceptable.!? De aqui que sea utilizado
en nuestro caso pues permite el paso selectivo del farmaco en
sistemas micro, de modo que se puedan establecer perfiles de
liberacion de indomentacina en funcién del tiempo.

Material y método

Materiales

CaCl,, NaH,PO, y Etanol fueron adquiridos de manera
comercial (J.T. Baker). Agua bi-destilada. La lactosa
(Lactochem) e Indometacina 99%  (Auzohu-Konch
Pharmaceutica) fueron de calidad farmacopéica.

Método de preparacion de los acuosomas

El disefio de los acuosomas involucra tres etapas, primeramente
se obtiene un nucleo inorganico, seguido por un recubrimiento
con una capa de lactosa y finalmente se lleva a cabo la
incorporacion del firmaco.!!

El nicleo inorgdnico se obtiene mediante una reaccién entre
soluciones a igual volumen de NaH,PO, (0.25 M) y de CaCl,
(0.75 M) manteniéndose en sonicacién por una hora (Vibracell
Sonios VC 600-2). Los nicleos inorgédnicos se resuspenden en
un mL de agua bi-destilada y se le afiaden 100 mL de una
solucién 9.4 x 105 M de lactosa (L). Este sistema se agita por 90
min y se filtra a través de una membrana de nitrocelulosa de
tamafio de poro de 0.22 y; posteriormente se liofiliza (Labconco
serie 67974). obteniendo la nano, o en su caso, la microparticula
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hidroxilada, la cual se dispersa en agua bidestilada y se mezcla
con una solucién 3.57 x 10> M de indometacina (I) disuelta en
una mezcla de etanol:agua (1:5). En cada etapa, las dispersiones
se pasan a través de un filtro de membrana (0.22 ym) para ser
liofilizado nuevamente. La identificaciéon de los nicleos fue
mediante difraccién de polvos de rayos X.!

Microscopia

La morfologia y distribucion del tamafio de particula en cada
etapa, se determiné por medio de la Microscopia Electrénica de
Barrido (MEB) usando un instrumento JEOL JSM-5600.

Anélisis Térmico

La calorimetria de barrido diferencial (DSC) se realiz6 con un
instrumento Perkin Elmer (Mod DSC7) calentando a
velocidades de 10°C/min bajo un flujo de nitrégeno, en un
intervalo de 50 a 260 °C. La calibracién se efectué con Indio.

Espectroscopia de Infrarrojo FT

Los espectros de infrarrojo se llevaron a cabo en un
espectrofotémetro (Bruker Modelo Tensor 27) en tabletas de
KBr.

Perfiles de liberacién.

Los perfiles de liberacién se efectuaron por la técnica de tubos
de didlisis!? (Spectrapor de peso molecular de 2 kDa). Los
acuosomas conteniendo 1mg/mL de (I) fueron disueltos en una
mezcla de agua bi-destilada y solucién amortiguadora 0.2 M de
fosfatos pH 7.2 en una relacion 5:1. Esta solucion se vertié en
un tubo de didlisis y se coloc6 en un medio (250 mL)
conteniendo la misma mezcla de disolucién. El sistema se agité
lentamente a 37°C durante 48 h protegiéndolo de la luz. Se
tomaron muestras de 3 mL a diferentes tiempos: 0, 10, 20, 30,
60, 120, 180, 240, 300, 360, 420 y 1440 min (24 h). La
absorbancia se midi6 a 318 nm (espectrofotometro UV-Vis
Shimadzu Mod 1201), y se establecid la concentracién
utilizando una curva de calibracién de una solucién de (I) de
concentracidon conocida. Los experimentos se realizaron por
triplicado.

La concentracién de (I) en los acuosomas se determiné a partir
de calculos estequiométricos y moleculares asumiendo un drea
superficial para los nicleos, de entre 100 y 400 nm.

Resultados y discusion

La microfotografia MEB de la Figura 1 muestra a los
acuosomas (L= 9.4 x 10° M, I= 3.57 x 10-5> M) en forma de
aglomerados de tamafio promedio de 3.68 ym con una
desviacién estdndar de 0.0082 um, sin embargo, las estructuras
esféricas que los conforman son de un tamafio que oscila
alrededor de las 0.5 um, lo que podria considerarse dentro del
intervalo de nanoparticulas.
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Figura 1. Microfotografia de los aglomerados de acuosomas
y la distribucién del tamafio de particula.

[L]194x10-5M [I]3.57x10-5M

DE: error estandar de la media

Tamaifio + DE 3,68+0,0082 zm n= 684particulas.
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Figura 2. Termogramas de Lactosa (L), Indometacina pura
(), la mezcla fisica de L+I+ fosfato de calcio (PM) y el
acuosoma (A).
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La Figura 2 muestra los termogramas de (I) y de (L). La
indometacina (I), presenta s6lo una endoterma (162°C)
correspondiente a la fusién de la misma. Por su parte, (L)
presenta una sefial a 151 °C que estd asociada a la pérdida de
agua, y una sefial a 219 °C que corresponde a la fusion de (L).
En el intervalo de estudio en el cual se analizaron las muestras
(50 -260°C), no se observé sefial alguna correspondiente al
ntcleo inorgdnico de fosfato de calcio. A su vez, se estudi6 el
comportamiento de la mezcla fisica (PM) de nicleo inorgédnico,
(L) e (I), la cual muestra pequeiias sefiales a 148°C y 160°C, que
pueden atribuirse a la (L) e (I) respectivamente, asi como tres
endotermas anchas a 75, 190 y 203°C, que pudieran resultar de
las interacciones entre los componentes. La existencia de
interacciones entre (L) e (I) ya han sido informadas en la
literatura.!3 Por su parte, los acuosomas (A) muestran una
endoterma ancha a 77.9°C y un punto de fusién a 205.6 °C. El
perfil de este termograma apunta a un arreglo molecular distinto
entre los compuestos orgdnicos al presentado por la mezcla
fisica (PM).

La Figura 3 muestra los espectros de infrarrojo -FT del niicleo
inorgdnico de fosfato de calcio (CP), la mezcla fisica (PM) de
los componentes del acuosoma y las sefiales de los acuosomas
(A).

Se sabe que el grupo fosfato presenta bandas que van de 1090 a
1030 y de 600 a 560 cm™!, 14y que en el caso de la muestra (CP)
se localizan a 1069.48 y 518.18 cm™! Las bandas del grupo
hidroxilo libre y asociado se observan a 3444.9,3379.8 cm-1y
3130.8 cm-1 respectivamente, y se traslapan en la zona donde
aparecen sefiales de (I).!5-17 Adn cuando las bandas de (CP) son
intensas, (PM) se alcanzan a definir las bandas en 1712.97 y
1690.39 cm-1 caracteristicas de los grupos carbonilos de
indometacina.

Una meticulosa observacién de los espectros de infrarrojo
permite ver las diferencias entre las muestras. Algunos ejemplos
son la banda intensa por arriba de los 3100 cm ! en el espectro
de los acuosomas que pudiera adscribirse a puentes de
hidrégeno intramoleculares y que apenas son visibles en las
muestras (CP) y (PM).!8 Otras diferencias estdn en la zona de
huellas dactilares en donde la banda en 1075 cm™! presente en
(CP) y (PM), cambia de intensidad en el espectro de los
acuosomas (1071 cm™). En los acuosomas aparece una nueva
sefial a 536 cm! ademds de la sefial en 519 cm! presente en
(CP) y (PM). Estos resultados proporcionan una evidencia mas
de que en los acuosomas, la organizacién de las moléculas es
distinta a la que presenta la mezcla fisica.
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Figura 3. Espectros de Infrarrojo- FT del fosfato de (CP),
mezcla fisica (PM) y acuosomas (A) en KBr.

La Lamina 1 muestra el comportamiento de liberacion tanto de
D, (PM) y de (A). En comparacion con la mezcla fisica (PM)
los acuosomas liberaron en los primeros veinte minutos, doce
veces mds indometacina. A partir de los 400 minutos y hasta las
24 horas, se mantuvo esta liberacion en una relacién 1.6 a uno.

Una ligera mejora en la solubilidad en el caso de la muestra
fisica, puede explicarse en funcion de que la lactosa es capaz de
formar puentes de hidrégeno con los grupos carboxilo de la
indometacina y esta interaccion favorece la humectacion del
farmaco.

Mientras que el aumento en la solubilidad en los acuosomas,
puede deberse a que al ser una estructura con mayor area
superficial, esto propicia que un mayor nimero de moléculas de
lactosa se depositen ordenadamente en el nicleo inorgdnico a
través de los enlaces no-covalentes y esto favorece también la
generacion de un mayor nimero de puentes de hidrégeno entre
la moléculas del farmaco y las moléculas de lactosa, que puede
reflejarse por la intensidad de la banda de infrarrojo por arriba
de 3100 cm!.
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Lamina 1. Perfiles de disolucion de Indometacina (I),
mezcla fisica (PM) y acuosomas (A).
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Conclusiones

Los acuosomas son una opcién muy interesante para mejorar la
liberacion de farmacos poco solubles, a fin de mejorar su
biodisponibilidad, pues ofrecen un entorno propicio para los
mismos en ambientes hidrofilicos. Como se esperaba, se
registré un aumento en la disolucién del farmaco utilizado. Este
aumento se atribuye al mayor niimero de puentes de hidrégeno
entre el grupo carboxilo de la indometacina y los grupos
hidroxilo de la lactosa ordenados en los acuosomas lo que pudo
reflejarse en la intensidad de la banda de infrarrojo arriba de
3100 cm! La técnica de didlisis utilizada, permiti6 cuantificar
la cantidad de farmaco liberado tanto en la mezcla fisica como
en los acuosomas.
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