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Resumen

La radioterapia como tratamiento para el cancer de
cabeza y cuello, destruye las células tumorales a traves
de la generacién de radicales libres que pueden dafar,
las células sanas. Existen sustancias radioprotectoras
provenientes de la naturaleza como las frutas, entre las
gue se encuentra, la uva cuya actividad antioxidante se
debe a los polifenoles que contiene. Con base a lo
anterior, se elaboraron mediante el método de
coacervacion compleja microparticulas conteniendo
aceite de uva, y su posterior incorporacion a un gel. Se
determiné la capacidad de carga de las microparticulas
para el lote 1 (pH 7.99) fue de 56.39% y para el lote 3
(pH 8.33) fue de 53.63%. En relacion al estudio de
liberacion del activo fue del 70% y del 90% dentro de
las primeras horas, respectivamente. La fuerza de
adhesion del gel base fue de 1.96N en el intervalo de pH
de 6.73 a 7.34 siendo ésta la fuerza adecuada, para la
permanencia en la cavidad bucal.

coacervacion compleja, radioprotectores, resveratrol.

Abstract

Radiotherapy as a treatment for head and neck cancer,
destroys tumor cells through the generation of radical
free they can damage healthy cells. There are substances
radioprotective of the nature as them fruit, between
which is found, the grape whose activity antioxidant by
polyphenols that contains. With base that, it is developed
through the method of microparticles coacervation
complex containing oil of grape, and its subsequent
incorporation to a gel.The capacity of load of the
microparticles for the batch 1 (pH 7.99) was of 56.39%
and for the batch 3 (pH 8.33) was of 53.63%. In relation
to the release of resveratrol was 70% and 90% within the
first hours, respectively. The gel base strength was 1.96
N for permanence in the oral cavity in the range of pH of
6.73t07.34

radioprotective, microparticles coacervation complex,
resveratrol
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Introduccion

El cancer de cabeza y cuello es una neoplasia
que se localiza en la cavidad craneal y bucal,
siendo la quinta neoplasia mas frecuente a
nivel mundial y constituye el 17.6% de las
neoplasias malignas en Mexico. Ante esta
patologia se tiene contemplado como
tratamiento la cirugia, la quimioterapia, y a
radioterapia de cabeza y cuello. En el caso
particular de la radioterapia su objetivo es
incrementar el dafio al acido
desoxirribonucleico (ADN) de las células
tumorales a través de diversos mecanismos,
entre los que se destacan la generacion de
radicales libres; sin embargo estos radicales no
afectan solo a las células tumorales, sino
también a las células sanas, originando los
efectos secundarios como mucositis bucal
(inflamacion de los tejidos de la boca),
xerostomia (sindrome de la boca seca), trismo
(contractura de los musculos elevadores de la
mandibula que producen la oclusion forzada
de ambos arcos dentarios).

Para prevenir o reducir la magnitud de
los efectos secundarios, existen farmacos
llamados radioprotectores, los cuales pueden
prevenir el dafio ocasionado a las células
sanas, 0 bien, disminuir el dafio ocasionado a
dichas células, como los analgésicos, pero su
uso se encuentra limitado debido a los efectos
secundarios. Esto ha motivado la busqueda de
otros farmacos con actividad antioxidante
proveniente de plantas o de las frutas ya que
su consumo tiene un papel importante como
factor de proteccion, asociandose este efecto
benéfico a la actividad antioxidante de los
compuestos fenolicos, los cuales actian como
agentes reductores, formando un singulete de
oxigeno, actuando como queladores y
atrapando los radicales libres; entre las que se
cuentan con esta actividad es la uva, que es
una fruta cuya actividad se ha descubierto por
la cantidad de polifenoles que contiene, entre
ellos estd el resveratrol, el cual es un
estilbenceno con capacidad para capturar los
radicales libres que se produce como respuesta
a un estimulo externo.
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El estilbenceno también conocido
como 1,2-difeniletileno, existe en dos formas
isoméricas: E-estilbenceno (isémero trans) y el
Z-estilbenceno (isomero cis). Los derivados
hidroxilados del estilbenceno son productos
secundarios de la formacion de la corteza en
arboles que actian como fitoalexina, siendo el
resveratrol uno de ellos (Likhtenshtein, 2010).
El resveratrol es un anabolito que se genera en
las células de las plantas con la funcion de ser
un pesticida natural, a traves del cual, la planta
se defiende de agresiones externas (Rodriguez,
2008). Con base en lo anterior, el objetivo de
este trabajo fue disefiar y desarrollar una
microcépsula por coacervacion compleja que
contenga aceite de semilla de uva (resveratrol)
que funcione como un radioprotector con la
finalidad de prevenir los efectos secundarios
de la radiotepia en una forma farmacéutica
semisolida (gel base), con la finalidad de
mejorar la calidad de vida del paciente con
cancer.

Material y métodos
Reactivos

Aceite de semilla de uva (Olivi Hermanos
Argentina, lote 42-10), carbopol, sorbitol 70%,
EDTA (Reactivos y Productos quimicos
Finos), trietanolamina (J.T. Baker), germaben
Il (Drogueria Cosmopolita), gelatina B (J.T.
Baker), goma arabiga R , cloruro de calcio
(J.T. Baker) y resveratrol (Sigma-Aldrich)
Texto redactado en Times New Roman No.12,
espacio sencillo.
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Equipos

Balanza analitica Ohaus Explore Pro EP214C,
balanza granataria de dos platos Ohaus
Harvard Trip capacidad de 2 Kag,
pontenciometro  Corning  Pinnacle 530
pHmeter, espectrofotdmetro UV-Vis
Shimadzu UV-1201, calorimetro Perkin-Elmer
DSC-7, microbalanza Perkin-Elmer AD-4 y
microscopio electronico de barrido Jeol 5600
(IFUNAM).

Metodologia

Determinacion del contenido de resveratrol
en el aceite de semilla de uva

Elaborar una curva patrén en un intervalo de
concentracion de 0.625-10.0 pg/ml de
resveratrol en una mezcla (1:1) de etanol al
12%: SA de fosfatos pH 7.34 leer a una
longitud de onda de méaxima absorcion de 308
nm. Preparar una solucion estandar de
resveratrol 0.1 mg/ml en una mezcla (1:1) de
etanol al 12%: SA de fosfatos pH 7.34 y
someter a la luz solar durante 8 h (Camont y
col. 2009), una vez transcurrido el tiempo
elaborar la curva patron de 0.50-8.0 pug/ml y
leer a una longitud de 208nm.

Determinacion del isémero-cis y trans
resveratrol en el aceite de semilla de uva.

Se transfieren 10ml del aceite de semilla de
uva y se realiza una extraccion con solucion de
hidroxido de potasio 1M, en una proporcion
1:1 alejado de la luz y con agitacion constante,
dejar reposar y separar las fases, leer el
extracto resultante a las longitudes de onda de
288 y 308 nm.

Elaboracion del gel base que funcionara
como vehiculo para la dispersion de las
microcapsulas

En la tabla 1 se muestran los componentes
para el desarrollo de la formulacion de gel
base, como posible vehiculo para las
microcapsulas.
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Determinacion de la fuerza adhesion del gel
base neutralizado con trietanolamina

Pesar 2.0 g de la muestra y colocar en el
centro de la placa que queda fija a la superficie
plana, sobreponiendo la placa superior,
posteriormente afiadir agua al contrapeso hasta
la separacion de ambas placas, se calcula la
fuerza necesaria con la siguiente formula:

F =0.00981 W/, (1)

Donde F es la fuerza necesaria para
separar ambas placas en Newtons (N) y W es
la cantidad de agua en gramos requerida para
originar la separacion de as placas, ver fig. 1
(Chary y col. 1999).

Método de coacervacion compleja para la
elaboracion de las microcapsulas con aceite
de semilla de uva

Preparar soluciones de gelatina B y
goma arabiga al 7.5%, ajustar el pH de la
solucion de gelatina B a las mismas
condiciones de pH de la goma arabiga,
calentar ambas soluciones a 40° C; afiadir 5
ml de aceite de uva a la soluciéon de goma
ardbiga, mezclar hasta obtener una solucién
homogénea. Mantener la temperatura, afiadir
la solucién de gelatina B, agitar hasta que se
enfrie a temperatura ambiente, agregar 2 ml de
una solucion de cloruro de calcio y agitar por
una hora, ver fig.2 (Aguero y col. 2007)

Caracterizacion de a  microcapsula
elaborada por el método de coacervacion
compleja

Determinacion de la forma y tamafio de la
microparticula por microscopia

Secar las microcdpsulas en una superficie
plana a temperatura ambiente para eliminar el
exceso de disolvente, raspar para colocar la
muestra sobre un barril de oro, adherido a una
cinta de carbon.
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Determinacion de la no interaccion de la
microparticula con aceite de semilla de uva
por Calorimetria Diferencial de Barrido

Pesar aproximadamente de 3 a 5 mg de la
microcapsula vacia en capsulas de aluminio
selladas y correr a un intervalo de temperatura
de 0 a 300 ° C auna velocidad de 10 °© C/min,
determinar la huella térmica Bajo las misms
condiciones, determinar la huella térmica del
resveratrol y de las microcépsulas cargadas
con aceite de semilla de uva.

Determinacion de la capacidad de carga de
la microcapsula con resveratrol

Pesar  aproximadamente 50 mg de
microcapsula, agregar 10 ml de una mezcla de
etanol al 12%: SA de fosfatos pH 7.34 (1:1) y
agitar. Reposar durante 5 min vy filtrar,
empleando papel filtro Whatman No. 1, leer el
filtrado a las longitudes de onda 288 y 308 nm
con la finalidad de determinar la cantidad de
resveratrol que no fue encapsulado.

Estudio de liberacion in vitro del
resveratrol de la microcapsula

Pesar 50 mg de microcépsulas, colocar sobre
una cinta adhesiva doble cara, adherir esta en
una de las paredes del recipiente de prueba,
empleando como medio de disolucién 30 mi
de una mezcla de etanol al 12%: SA de
fosfatos pH 7.34 (1:1), previamente
desgasificado, con tiempos de muestreo a los
5, 15, 30,60,120,180, 240, y 300 minutos con
una velocidad de agitacion de 20 rpm, tomar
alicuotas de 4 ml con reposicion del medio.
Resultados

Determinacion de los isdbmeros cis- y trans-
resveratrol en el aceite de semilla de uva
Para 10 ml de extracto de aceite, se tiene una
concentracion de 2.76 pg/ml para el isomero-
trans, con CV 6.98%, mientras para el
isdmero-cis, una concentracion de 5.85 pg/ml,
con CV 3.07%; contando con un total de
resveratrol de 8.61 pg/ml.
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Determinacion del pH de maxima adhesion

Se determind que hay una relacion lineal entre
la cantidad de trietanolamina afiadida y la
variable de respuesta de pH en el intervalo de
0 a 0.5 mL, obteniéndose la ecuacion de la
recta pH= 4.33 + 7.02 (ml de TEA) con un
coeficiente de determinacion de 0.9941. Con
base a los resultados, se determino que la
cantidad necesaria para llegar a un punto
cercano a la neutralidad del gel base es de 0.3
ml de TEA con un pH de 6.87, ver tabala 2.

Determinacion de la fuerza adhesiva del gel
base

Con relacion a la curva de adhesion se observa
que a intervalos de pH 6.73 a pH 7.34 la
fuerza adhesiva es de 1.96 N, mientras que a
partir del pH de 7.57 su fuerza adhesiva
disminuye como se muestra en el gréafico 1.

Determinacion de la forma y tamafio de la
microcapsula por microscopia

Para el Lote 1 (pH 7.99) se observan particulas
pequefias separadas, como lo muestra la fig. 3

Para el lote 3 (pH 8.33) se observan
ramificaciones  por  microscopia SEM,
mostrando la microcdpsula de una manera
incipiente. Ver Fig. 4.

Determinacion de la no interaccion de la
microparticula con aceite de semilla de uva
por Calorimetria Diferencial de Barrido

El punto de fusién del resveratrol es de 265.47
° C, en la fig. 5 se muestra el termograma con
la huella térmica.

En el andlisis térmico del lote 1
(pH7.99) de la microcapsula cargada, se
observa una endoterma a 278.06 ° C que
corresponde al resveratrol, ver fig. 6.
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En la determinacion por calorimetria
del lote 3 (pH 8.33) se observo la presencia de
una endoterma a 276 © C en la microparticula
cargada con resveratrol, ver fig. 7

Determinacion de la capacidad de carga de
resveratrol de la microcapsula

En el andlisis de carga del resveratrol de la
microparticula del lote 1 (pH 7.99) se obtuvo
una capacidad de carga de 56.39%, para el lote
3 (pH 8.33) se determin6 una capacidad de
carga de 53.63%. Para esta determinacion se
empled la siguiente ecuacion.

peso experimental

CPC = x 100 ()

peso teorico

Estudio de liberacion in vitro del
resveratrol de la microcapsula

Para llevar acabo los estudios de liberacion del
activo se seleccionaron los lotes: Lote 1 (pH
7.99) y Lote 3 (pH 8.33) los cuales mostraron
contener resveratrol como se pone de
manifiesto en los andlisis por DSC;
obteniéndose a los tiempos de muestreo de
5,15,30,60.120,180,240 y 300 min, ver fig. 8.

En la fig. 8 podemos observar que en el
lote 1 (pH 7.99), el resveratrol presente en la
microcapsula se libera gradualmente durante
la prueba llegando a un maximo de 79.67%.
En el lote 3 (pH 8.33) presenta una fase de
latencia durante los primeros 15 minutos,
después de este tiempo, se liberan 90.42%.

Conclusiones

El método analitico espectrofotométrico
disefiado en el intervalo de concentracion de
0.625 a 10.0 pg/ml de trans-resveratrol resulto
ser lineal, con un coeficiente de determinacion
de 0.9980. Para el cis-resveratrol en un
intervalo de concentracién de 0.50 — 8.0 pg/ml
resultd ser lineal con un coeficiente de
determinacion 0.9982.
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La cuantificacion del resveratrol en el
aceite de semilla de uva fue de 8.61 pg/ml. El
pH Optimo para la adhesién es de 7.01 + 0.24
con una fuerza de adhesién 1.96N.

Se lodré la microencapsulacion del
aceite de semilla de uva con gelatina y goma
ardbiga por el método de coacervacion
compleja, empleando lactosa como agente
reticulante. Asimismo se determiné que los
parametros criticos de la coacervacion son: el
pH final que adquiere la microparticula
durante el proceso, el tiempo de agitacion y la
estequiometria del proceso.
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