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1. Marco teorico:

1.1 Definicion de nanoparticula

Las nanoparticulas estan definidas como particulas con un tamafio en un rango de 10 a 1000nm en
las que el principio activo puede estar disuelto, atrapado, encapsulado o adherido a la matriz de la
nanoparticula. En los udltimos afios, las nanoparticulas poliméricas, especialmente aquellas
recubiertas con algun polimero hidrosoluble como el polietilenglicol (PEG), han sido utilizadas
como potenciales dispositivos para la administracién de farmacos debido a su habilidad para
circular durante largos periodos de tiempo, dirigirse a un érgano en particular y como transporte
de ADN en terapia genética entre muchos otros usos (Mohanraj & Chen, 2006).

El término nanoparticula polimérica es un término general para cualquier tipo de nanoparticula
polimérica, pero especificamente para nanoesferas y nanocapsulas. Las nanoesferas son particulas
matriciales, es decir que son particulas cuya masa es completamente sdélida y las moléculas
pueden ser adsorbidas en la superficie de la esfera o encapsuladas dentro de la particula y por lo
general son esféricas. Las nanocdpsulas son sistemas vesiculares que actian como un tipo de
reservorio, en el cudl las sustancias atrapadas estdn confinadas a una cavidad que consiste en un
nucleo liquido (oleoso o acuoso) rodeado de una cubierta de material sélido (Prasad Rao &
Geckeler, 2011).

1.2 Historia de las nanoparticulas
El desarrollo de las nanoparticulas comenzé desde inicios de los afios 50’s cuando se comenzaron
a hacer grandes avances en la biofarmacia y la farmacocinética.

A lo largo de los afios, diferentes combinaciones de materiales fueron probadas para la
administracién de vacunas y otros productos farmacéuticos con mayor o menor éxito.

Las primeras formulaciones de nanoparticulas no llegaron muy lejos debido a la alta cantidad de
surfactantes y fase organica requerida para la formacidn de estas nanoparticulas asi como la alta
toxicidad del mondmero. Sin embargo, con el tiempo, se fueron encontrando combinaciones mas
viables para la fabricacion de las nanoparticulas como:

e La utilizaciéon de gelatina y albumina usando la desolvatacién que ocurre al agregar
alcohol o alguna sal inorganica en altas concentraciones.
e La utilizacion de poli metilcianoacrilato y polietil cianoacrilato para la fabricacién de
nanoparticulas acrilicas rdpidamente biodegradables.
También se ha intentado crear nanoparticulas que puedan ser captadas por un campo magnético,
sin embargo no se ha logrado encontrar un campo amplio para su uso ya que es muy dificil que el
campo magnético alcance las zonas internas del organismo limitdndolas a un uso superficial
Unicamente.

A pesar de que el desarrollo de las nanoparticulas comenzd en la década de 1950, no fue hasta
1978 que se determind la definicidn de “nanoparticulas” para propdsitos farmacéuticos y médicos.
Hoy en dia, la aplicacion mds importante de las nanoparticulas es su uso para los tratamientos
contra el cadncer ya que en muchos casos se ha observado un aumento en la eficacia del
tratamiento y en otros casos una disminucidn de la toxicidad de los tratamientos (Kreuter J. ,
2007).

En un estudio clinico se encontré que las nanoparticulas cargadas de doxorubicina tuvieron un
mayor indice terapéutico en comparacion con la doxorubicina administrada de forma libre y se
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encontraron indicios prometedores de superar la resistencia multi-farmacos. A pesar de que
algunos de los pacientes que tomaron parte en el estudio presentaron efectos secundarios tales
como fiebre, dolor en los huesos o algln otro tipo de reaccidn alérgica, estos efectos adversos
fueron bien tolerados y rapidamente reversibles una vez que se suspendio el tratamiento (Kattan,
y otros, 1992).

Otra ventaja importante que se ha encontrado en el uso de nanoparticulas es su capacidad para
transportar medicamentos a través de la barrera hematoencefalica.

Un estudio demostré que concentraciones significativas, 65 veces por arriba del limite de
deteccién, de doxorubicina pueden ser alcanzadas sin que aumente la toxicidad del medicamento
cuando este estd unido a nanoparticulas de polibutil cianoacrilato recubiertas con polisorbato 80
mientras que las concentraciones alcanzadas con el medicamento libre permanecieron por debajo
del limite de deteccidn (Guyalev, Gelperina, Skidan, Antropov, Kivman, & Kreuter, 1999).

También se ha encontrado que al recubrir las nanoparticulas con cadenas de polietilenglicol se
puede evitar la opsonizacidn de las nanoparticulas evitando que sean removidas rapidamente por
los macréfagos en el higado, los pulmones y la médula espinal y se puede aumentar el tiempo de
circulacidon de las nanoparticulas en la sangre. El recubrimiento también ayuda a disminuir la
captacién de las nanoparticulas por el higado (Kreuter J., 2007).

1.3 Clasificacion

Las nanoparticulas pueden ser preparadas de una variedad de materiales como proteinas,
polisacaridos, polimeros y lipidos, entre otros. La seleccién de los materiales depende de
diferentes factores tales como: el tamafio de la nanoparticula que se requiere, las propiedades del
farmaco con el que seran cargadas, las propiedades de la superficie de la nanoparticula (carga y
permeabilidad), el grado de biodegradabilidad, biocompatibilidad y toxicidad, perfil de liberacion
deseado para el principio activo y la antigenicidad del producto final (Mohanraj & Chen, 2006).

1.3.1 Nanoparticulas a base de proteinas

Los solventes utilizados como vehiculos para tratamientos de quimioterapia han sido muy
importantes como medio de administracidn intravenosa para agentes hidrofébicos. Sin embargo,
estos solventes han sido asociados con toxicidades severas que limitan la dosis causando
reacciones de hipersensibilidad, neutropenia y neuropatia. La nanotecnologia, utilizando albumina
humana, utiliza rutas naturales para liberar de forma selectiva cantidades mayores de principio
activo en tumores mientras evita algunas de las toxicidades causadas por las formulaciones
basadas en solventes. (Hawkins, Soon-Shiong, & Desai, 2008)

Debido a las toxicidades limitantes de la dosis y su impacto negativo sobre la indisponibilidad
asociadas con las formulaciones convencionales, nuevos vehiculos de liberacion son necesarios
para mejorar la actividad antitumoral y reducir la toxicidad de los tratamientos contra el cancer.

La terapia con nanoparticulas fabricadas a base de proteinas ofrece una solucidn potencial a
muchos de los problemas asociados con las formulaciones basadas en el uso de solventes. Al evitar
la toxicidad asociada con los solventes y explotando caminos enddgenos para la albumina, la
liberacion de principio activo basada en proteinas puede resultar en concentraciones mayores de
principio activo intratumorales. Adicionalmente, al evitar la necesidad de una pre-medicacidn,
sistemas de infusién especiales y tiempos de administracién prolongados, la tecnologia de
nanoparticulas a base de proteinas ofrece una mayor facilidad para la administracion, tiempos
mas cortos de infusidn y una menor carga sobre la salud.
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La albumina tiene caracteristicas Unicas que la hacen particularmente apropiada como vehiculo
para la liberacion dirigida en tratamientos oncoldgicos. La albumina es un acarreador natural de
moléculas hidrofébicas (vitaminas, hormonas y constituyentes del plasma) con propiedades de
enlace no covalentes. La unién de sustancias hidrofdbicas con la albumina es reversible y permite
el transporte dentro del cuerpo y la liberacion en la superficie de las células. En estudios clinicos
realizados en cancer de pecho metastatico se demostré una mejora en la eficacia del tratamiento
al utilizar nanoparticulas de albumina, un perfil de seguridad favorable y una mejor conveniencia
para el paciente en comparacién con el tratamiento sin nanoparticulas (Hawkins, Soon-Shiong,
& Desai, 2008).

1.3.2 Nanoparticulas a base de polisacaridos
Los polisacdridos parecen ser los materiales mdas prometedores en la preparacién de
nanoparticulas de transporte.

Los materiales poliméricos utilizados para la preparacion de nanoparticulas para la liberacion de
medicamentos deben ser al menos biocompatibles y de preferencia biodegradables. De entre
todos estos materiales, los polisacaridos son los materiales poliméricos mas populares para
preparar nanoparticulas para uso farmacéutico.

En la naturaleza, los polisacaridos pueden ser de origen algal (alginato), de origen botanico
(pectina, goma guar), de origen microbiano (dextrano, goma xanthan) o de origen animal
(quitosan, condroitina).

Los polisacaridos tienen varios grupos reactivos, un intervalo grande de pesos moleculares y
composicion quimica variable lo que contribuye a su diversidad en estructura y en propiedades.
Debido a la presencia de varios grupos derivables en las cadenas moleculares, los polisacaridos
pueden ser modificados facilmente quimica y biolégicamente resultando en muchos tipos de
derivados. Al ser biomateriales naturales, los polisacaridos son altamente estables, seguros, no
téxicos, hidrofilicos y biodegradables. Adicionalmente, son muy abundantes en la naturaleza y su
procesamiento es barato. La mayoria de los polisacdridos tienen grupos hidrofilicos tales como
hidroxilo, carboxilo y grupos amino que pueden formar enlaces no covalentes con tejidos
bioldgicos (membranas epiteliales y mucosas) a este fendmeno se le conoce como una
bioadhesion.

Las nanoparticulas fabricadas de polisacdridos bioadhesivos, podrian prolongar el tiempo de
residencia y por lo tanto incremente la absorbancia de los principios activos cargados en las
nanoparticulas. Estas caracteristicas hacen que los polisacdridos sean una alternativa prometedora
como transporte de principios activos y los problemas relacionados con la seguridad, la toxicidad y
la disponibilidad se simplifican (Liu, Jiao, Wang, Zhou, & Zhang, 2008).

1.3.3 Nanoparticulas a base de lipidos (liposomas)

Los liposomas son vesiculas esféricas de bicapas compuestas de uno o varios fosfolipidos
(generalmente fosfatidil clorina). Los farmacos lipofilicos pueden ser incorporados dentro de las
bicapas lipidicas mientras que los farmacos hidrofilicos son disueltos en el interior del nicleo
acuoso. La liberacién del farmaco, la estabilidad in vivo y la bio distribucion son determinadas por
el tamafio, la carga superficial, la hidofobicidad de la superficie y la fluidez de la membrana. La
permeabilidad de membrana puede ser adaptada seleccionando los fosolipidos e incorporando
aditivos (colesterol por ejemplo). Es posible evitar una absorcion endotelial rapida de los
liposomas incorporando compuestos naturales o utilizando polietilén glicoles alterados
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guimicamente. El desarrollo de estos liposomas permite la realizacion tratamientos focalizados.
Los tratamientos basados en liposomas, también permiten la inyeccidn intravenosa de farmacos
lipofilicos con una baja solubilidad en agua (anfotericina B). La toxicidad de los sistemas de
liposomas es 1/10 comparada con los sistemas comerciales basados en formulaciones micelares
de anfotericina. Problemas de estabilidad quimica y fisicoquimica pueden llevar a la agregacion de
los liposomas y a la degradacion del farmaco durante en almacenamiento y comprometer el
rendimiento de los transportes de farmacos basados en liposomas. (Mehnert & Mader, 2001)

1.3.4 Nanoparticulas a base de polimeros

Las interacciones entre las nanoparticulas y las biomoléculas son de gran interés para la
bionanotecnologia. Para proveer una unidon especifica y fuerte, las nanoparticulas poliméricas a
menudo son conjugadas con ligandos biomoleculares como péptidos y anticuerpos.

La unién no especifica de proteinas a las nanoparticulas puede ser mejorada adjuntando polietilen
glicol a la nanoparticula. Las nanoparticulas de polimeros sintéticos capaces de unirse a
biomoléculas especificas son de gran interés como sustitutos de ligandos naturales como los
anticuerpos. Estas nanoparticulas pueden ser utilizadas como materiales para diagndstico,
herramientas de investigacion en biologia molecular, liberacidn de principios activos, terapia para
algunas enfermedades y como antidotos para toxinas y virus (Hoshino, y otros, 2009).

En este trabajo de tesis optimizamos nanoparticulas preparadas a base de quitosan y polietil
cianoacrilato. A continuacion se resaltan algunas de sus caracteristicas y usos.

1.4 Nanoparticulas de quitosan
La quitina es, después de la celulosa, el polimero mds abundante que se puede encontrar en la
naturaleza siendo componente de las ostras, insectos y la pared celular de las bacterias y hongos.

El quitosdn es el producto N-deacetilado de la quitina y debido a su biodegradabilidad y su
biocompatibilidad reportadas, ha sido desarrollado para una gran variedad de aplicaciones
biomédicas incluyendo sistemas de liberacion de farmacos, estabilizando liposomas, como
excipiente para controlar la liberacién de formulaciones orales, sistemas de administracidon nasal y
para preparar microesferas para encapsulacion de enzimas, proteinas y células asi como para la
administracién de ADN (Carrefio-Gémez & Duncan, 1997).

Se han utilizado microesferas y micro cdpsulas de quitosdn para la administracion de
medicamentos de liberaciéon prolongada y proteinas como albimina sérica bovina. Se ha
encontrado que las microesferas de quitosan de pequefio tamafio (<5um) tienen la capacidad de
liberar el farmaco en un sitio especifico (He, Davis, & lllum, 1998).

La biocompatibilidad del quitosan debe ser definida en contexto con la ruta de administracion
propuesta, el polimero que se utilizard y el uso final que se le dard, ya que esta puede variar
dependiendo del método y la via de administracion.

La citotoxicidad del quitosan es dependiente de la concentracién, la sal utilizada y el peso
molecular del polimero formado (Carrefio-Goémez & Duncan, 1997).
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1.5 Nanoparticulas de Polialquil cianoacrilato

Los polialquil cianoacrilatos no fueron utilizados como polimeros hasta el inicio de los afios 80. Sin
embargo, los mondmeros correspondientes se comenzaron a utilizar muchos anos antes debido a
sus excelentes propiedades adhesivas resultantes de las fuertes uniones que son capaces de
formar con la mayoria de los sustratos polares, incluyendo tejidos y piel. Por lo tanto, estos
mondmeros han sido utilizados extensamente como adhesivos de tejido y pegamentos
quirurgicos. Un uso mas reciente que se le ha dado a los polialquil cianoacrilatos es como
transportadores nanoparticulados. Otras moléculas de interés incluyendo compuestos de baja
estabilidad como los péptidos y acidos nucléicos han sido combinadas con nanoparticulas de
polialquil cianoacrilato con propésitos de focalizacién. Hoy en dia, las nanoparticulas de polialquil
cianoacrilato son consideradas el sistema polimérico de liberacién de farmacos coloidales mas
prometedor y ya se encuentran en desarrollo clinico para terapia contra el cancer.

La familia de nanoparticulas de polialquil cianoacrilato estd compuesta por nanoesferas,
nanocapsulas conteniendo agua o aceite y nanoesferas core Shell.

La excreciéon total del material polimérico ocurre Unicamente si las nanoparticulas fueron
disefiadas utilizando Unicamente polimeros de bajo peso molecular (Vauthier, Dubernet, Fattal,
Pinto-Alphandary, & Couvreur, 2003).

1.6 Nanoparticulas de Quitosan/Polialquil cianoacrilato:

El desarrollo de sistemas bioadhesivos de liberacidn controlada ha cobrado gran importancia en
los ultimos afios. Esto se debe a que estos sistemas pueden mejorar la eficacia de los
medicamentos manteniendo una concentracidn terapéutica del farmaco o principio activo en el
plasma por tiempos mads prolongados inhibiendo asi la dilucién del principio activo y aumentando
la actividad de este en el sitio especifico de absorcidn.

Ademads, estos sistemas, tienen la capacidad de proteger al principio activo frente a una
degradacion enzimatica lo que los hace muy utiles para aumentar la biodisponibilidad de péptidos
bioactivos, proteinas y polisacaridos.

Las particulas de polialquil cianoacrilato han sido utilizadas con éxito para encapsular moléculas
bioldgicamente activas con buenos resultados. Sin embargo las propiedades hidrofébicas y
anidnicas de estas nanoparticulas las hacen poco viables para el desarrollo de sistemas
bioadhesivos. Sin embargo, es posible cambiar las propiedades de la superficie de las
nanoparticulas con nucleo de polialquil cianoacrilato recubriéndolas con diferentes polisacaridos
para mejorar su bioadhesion.

Entre los carbohidratos mas utilizados en el medio farmacéutico se encuentra el quitosan, que es
un polimero catidnico semisintético de naturaleza bioadhesiva. Este compuesto puede aumentar
también la absorcion de moléculas hidrofilicas. (Bravo-Osuna, Vauthier, Farabollini, Palmieri, &
Ponchel, 2007)
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1.7 Métodos de preparacion:

Las nanoparticulas poliméricas pueden ser obtenidas a partir de polimeros pre-formados o por la
polimerizacidon directa de mondmeros utilizando una polimerizacién cldsica o reacciones de
polimerizacion (polireacciones). Otros métodos como la evaporacion de solvente, salting-out,
dialisis y tecnologia de fluidos super criticos pueden ser utilizados para la preparacién de
nanoparticulas poliméricas a partir de polimeros pre-formados. La polimerizacion de los
mondmeros se puede realizar mediante diferentes técnicas como micro-emulsién, mini-emulsion,
emulsién libre de surfactantes y polimerizacidn interfacial. La eleccidn del método de obtencion
de las nanoparticulas depende de varios factores como el tipo de sistema polimérico que se desea,
el campo de aplicacion, el tamafo de particula requerido, entre otros (Prasad Rao & Geckeler,
2011).

1.7.1Reacciones de polimerizacion (Polireacciones)

Se le llama polireacciones a todas aquellas reacciones en las cuales a partir de la unién de
moléculas de bajo peso molecular (mondmeros) se forman moléculas de alto peso molecular
(polimeros). Las reacciones de polimerizacion son reacciones en cadena que inician con la répida
unién de mondmeros a un centro activo formando una cadena. Este paso dura entre 1 y 3
segundos, después la cadena se rompe y ya no toma parte en la reaccion de adicién. De esta
manera, se forman continuamente nuevos centros activos que llevan a la formacién de nuevas
cadenas. (Geckeler & Stirn, 1993).

1.7.1.1Polimerizacion cationica

Existen tres grupos de mondmeros que se pueden polimerizar de forma catidnica: mondmeros con
dobles o triples enlaces, sistemas anillados con heterodtomos y derivados de olefinas ricos en
electrones. La reaccidn se puede iniciar en presencia de algun acido (acido sulfdrico, acido
percldrico, acido clorhidrico), en presencia de carbocationes de alguna sal organica o con radiacion
ionizante (radiacion U.V) (Geckeler & Stirn, 1993).

1.7.1.2Polimerizacién anioénica

Los ésteres de los cianoacrilatos son unos de los mondmeros mds reactivos en las polimerizaciones
anidnicas. La reaccion de polimerizacidn se inicia con trazas de bases débiles, incluyendo el agua, y
solo se detiene en presencia de 4cidos fuertes o super acidos.

También se ha demostrado que si se agrega un exceso de agua al sistema la reaccidon de
polimerizacidn se ve favorecida.

Couvreur desarrollé un método que consiste en agregar gota a gota el polimero en una solucidn
de 4cido clorhidrico (HCI) a un pH entre 2 y 3 que contenga un surfactante no idnico o polimérico.

Los factores a controlar son la concentracién de los reactantes (mondmero), el pH y la naturaleza 'y
la concentracién del surfactante tienen un papel determinante en el tamafio de las particulas que
puede variar en un rango de 25nm hasta algunas micras.

Se utilizan mondmeros de cianoacrilatos ya que estos eran, hasta hace poco, los Unicos conocidos
ademas de los ciclosiloxanos que polimerizaban de forma anidnica en el agua. (Limouzin, Caviggia,
Ganachaud, & Hémery, 2003)

A pH entre 2.25 y 3.5 se pueden obtener nanoparticulas de bajo peso molecular y un tamafio de
particula que oscila entre 100 y 200nm mientras que a pH mayor a 5 ocurre una polimerizacion
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rapida que resulta en la formacién de grandes aglomerados sin estructura con una distribucion de
diferentes tamafios de particula del polimero. (Behan, Birkinshaw, & Clarke, 2001)

Sin embargo, en un estudio realizado por Luc Vansnick y colaboradores se demostré que el peso
molecular de las nanoparticulas de polialquil cianoacrilato también puede ser modificado por la
composicion del medio de polimerizacidn, la naturaleza de los mondmeros y el principio activo
que sera ligado a la nanoparticula. También se resalta la influencia de los surfactantes ya que con
el uso de estos, se obtienen polimeros de alto peso molecular.

Es importante determinar el peso molecular de los polimeros que forman las nanoparticulas ya
gue el largo de las cadenas del polimero puede modificar su distribucién en el organismo asi como
el ritmo de degradacion del polimero y a su vez la biodisponibilidad del farmaco que es
transportado dentro de la nanoparticula. (Vansnick, Couvreur, & Christiaens-Leyh, 1984)

Con este método de elaboracidon se comprobd que las nanoparticulas comienzan a formarse en
concurrencia con la formacidon de especies oligoméricas mas que con el polimero de alto peso
molecular. Esto refuerza la hipdtesis de que las nanoparticulas de cianoacrilato se forman por
agregacion de especies oligoméricas (Behan, Birkinshaw, & Clarke, 2001).

1.7.1.3 Polimerizacion por emulsion

Este es el método mds utilizado para la produccién de una gran cantidad de polimeros. El uso de
agua como medio de dispersion es amigable con el ambiente y permite la facil dispersion del calor
durante el proceso de polimerizacién. En la polimerizacidn por emulsidon convencional, se utiliza
agua como medio de dispersién, un polimero de baja solubilidad en el agua, un iniciador soluble
en agua y un surfactante. En este proceso es necesario eliminar el surfactante del producto final,
sin embargo los surfactantes son dificiles de eliminar por completo y es un proceso que requiere
energia y tiempo lo que aumenta el costo de produccidén. Para evitar este problema se ha
realizado una emulsidn libre de surfactantes. Los reactivos utilizados para este proceso incluyen
agua desionizada, un iniciador soluble en agua y el mondmero. En estos sistemas de
polimerizacion la estabilidad de las nanoparticulas ocurre utilizando iniciadores ionizables o

co-mondmeros iénicos (Prasad Rao & Geckeler, 2011).

1.7.1.4 Polimerizacion por mini y micro emulsion

La formulacién tipica para una polimerizacién por mini emulsidn consiste de agua, la mezcla de
mondmero, un co-estabilizante, un surfactante y un iniciador. La principal diferencia entre este
método y la polimerizacién por emulsién es la utilizacion de un compuesto de bajo peso molecular
como co-estabilizante y el uso de un equipo con alto poder de cizallamiento (ultra sonido, etc.).
Las mini emulsiones requieren un alto cizallamiento para alcanzar un estado estable y tienen una
tensién interfacial mucho mayor a cero. A pesar de que este método utiliza una cantidad pequefia
de surfactante, una parte de este queda en el polimero cambiando las propiedades de las
nanoparticulas poliméricas. Para superar este problema, se utiliza SMA (estearil metacrilato)y
DMA(metacrilato de dodecilo) extremadamente hidrofilicos para estabilizar la mini emulsion
durante la polimerizacién (Prasad Rao & Geckeler, 2011).
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En la micro emulsién, el tamafio de particula y el nimero promedio de cadenas por particula son
considerablemente menores que en la emulsidn y la mini emulsion, un iniciador soluble en agua es
agregado a la fase acuosa de una micro emulsién termodindmicamente estable conteniendo
micelas hinchadas. La polimerizacidn inicia de este estado termodinamicamente estable y formado
de forma espontdnea y depende de grandes cantidades de surfactantes (Prasad Rao & Geckeler,
2011).

1.7.1.5 Polimerizacion interfacial

La polimerizacién interfacial es uno de los métodos bien establecidos para la preparacion de
nanoparticulas poliméricas. Este método involucra la polimerizacién de dos monémeros reactivos
o agentes reactivos, que estan disueltos respectivamente en dos fases y la reaccién de
polimerizacidn ocurre en la interface de los dos liquidos (Prasad Rao & Geckeler, 2011).

1.7.1.6 Polimerizacion controlada o polimerizacidn viva via radical

Las limitaciones principales de la polimerizacién via radical incluyen la falta de control sobre la
masa molar, la distribucion de la masa molar, la funcionalidad final y la arquitectura
macromolecular. Estas limitaciones son debido a las rapidas reacciones terminales radical-radical.

Dentro de las reacciones de polimerizacién controladas se encuentran la polimerizacion nitroxida-
metilada, polimerizacion radical de transferencia de &tomo y la adicidn reversible y fragmentacion
de polimerizacion de transferencia de cadena (Prasad Rao & Geckeler, 2011).

1.7.2 Evaporacidn del solvente

La evaporacion del solvente fue el primer método desarrollado para preparar nanoparticulas
poliméricas a partir de polimeros preformados. Su mayor desarrollo se encuentra en la tecnologia
farmacéutica donde polimeros biodegradables se han utilizado para la produccién de
medicamentos. En este método se preparan soluciones de polimero en solventes volatiles para
formar emulsiones. Anteriormente se utilizaba cloroformo o diclorometano pero fueron
sustituidos por acetato de etilo que tiene un mejor perfil toxicoldgico. A medida que el solvente es
evaporado, la emulsion se convierte en una suspensidn de nanoparticulas.

Este método es el mas utilizado para preparar nanoparticulas utilizando una dispersidon de
polimero pre formado. En los métodos convencionales se puede preparar una emulsién simple
como aceite-en-agua (o/w) o bien se puede preparar una emulsion doble como agua-en-aceite-en-
agua (w/o/w). Estos métodos utilizan homogeneizacion de alta velocidad o ultrasonicacion y el
solvente se evapora mediante agitacion constante a temperatura ambiente o bajo presidn
reducida. Después, las nanoparticulas solidificadas pueden ser obtenidas mediante ultra
centrifugacion y finalmente el producto es liofilizado. Generalmente el polimero disuelto en un
solvente organico forma la fase oleosa mientras que la fase acuosa contiene el estabilizante
(Prasad Rao & Geckeler, 2011).
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Figura 1. Método de preparacion por el método de evaporacidn de solvente en una emulsién
doble (Prasad Rao & Geckeler, 2011).

1.7.3 Salting-out

Este método es una versidon modificada el método de evaporacion del solvente que involucra un
proceso de salting-out, que evita el uso de surfactantes y solventes clorados. La emulsidon es
formada por el polimero disuelto en un solvente que normalmente es completamente miscible
con el agua (por ejemplo acetona) y la emulsificacion de la solucién polimérica se logra, sin utilizar
grandes fuerzas de corte, disolviendo grandes cantidades de una sal o sacarosa con un gran efecto
de salting-out en la fase acuosa (cloruro de magnesio, cloruro de calcio y acetato de magnesio son
los electrolitos mas utilizados). Las propiedades de miscibilidad del agua con otros solventes
cambian cuando estos componentes se disuelven en el agua. Un efecto de salting-out inverso,
logrado al diluir la emulsién con una gran cantidad de agua, lleva a la precipitacién del polimero
disuelto en las gotas de la emulsidn. La migracién del solvente por el polimero de las gotas de
emulsion es inducida por la reduccién de la concentracidn de sal o sacarosa en la fase continua de
la emulsidn (Prasad Rao & Geckeler, 2011).

1.7.4 Nanoprecipitacion

Este método también es llamado método de desplazamiento de solvente. El principio basico de
esta técnica se basa en la disposicidon del polimero después del desplazamiento de un solvente
semipolar, miscible con el agua, de una solucidn lipofilica. La rapida difusidn del solvente dentro
de la fase no solvente (agua) resulta en la disminucion de la tension superficial entre las dos fases
lo que aumenta el area superficial y lleva a la formacidn de pequefas gotas de solvente organico.
El sistema de nanoprecipitacidon consiste de tres componentes basicos: el polimero, el solvente del
polimero y el no solvente (agua). Las nanoparticulas se producen al adicionar lentamente la fase
orgdnica a la fase acuosa con agitacidon constante. Las nanoparticulas con un tamafio bien definido
se caracterizan por una distribucion formada instantdneamente durante la rapida difusion de la
solucién polimérica en la fase acuosa (Prasad Rao & Geckeler, 2011).

1.7.5 Dialisis

La didlisis proporciona un método simple y efectivo para la preparacion de nanoparticulas
poliméricas pequenas. El polimero es disuelto en un solvente orgdnico e introducido dentro de un
tubo para dialisis con el calibre apropiado para las nanoparticulas. La didlisis se lleva a cabo contra
un no solvente miscible con el solvente. El desplazamiento del solvente dentro de la membrana es
seguido por la progresiva agregacién del polimero debido a la pérdida de solubilidad y a formacién
de suspensiones homogéneas de nanoparticulas (Prasad Rao & Geckeler, 2011).
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1.7.6 Tecnologia de fluidos supercriticos

Se espera que la tecnologia de fluidos supercriticos ofrezca una técnica efectiva para la produccién
de nanoparticulas evitando la mayoria de los inconvenientes de los métodos tradicionales como es
el uso de solventes organicos.

Se han desarrollado dos procesos para la produccién de nanoparticulas utilizando fluidos
supercriticos:

1. Solucidn supercritica de expansidn rapida: este método consiste en disolver el soluto en
un fluido supercritico para formar una soluciéon, seguido de una rapida expansion de la
solucién a través de un orificio o la boquilla de un capilar al ambiente. El alto grado de
supersaturacion acompafnado de la rapida reduccién de la presion en la expansion resulta
en una nucleacién homogénea y la formacion de particulas bien dispersas (Prasad Rao &
Geckeler, 2011).

2. Solucién supercritica de expansidon rapida en un solvente liquido: es una modificacién
simple del método anterior que involucra la expansion de la solucidn supercritica en un
solvente liquido en vez de en el ambiente. Aparentemente el solvente liquido suprime el
crecimiento de las particulas en la expansion haciendo posible obtener particulas en el
rango de los nandmetros (Prasad Rao & Geckeler, 2011).

1.7.7 Coacervacion o gelacion idnica

Se ha investigado en la preparacién de nanoparticulas utilizando polimeros hidrosolubles
biodegradables como quitosan, gelatina y alginato de sodio. El método involucra una mezcla de
dos fases acuosas. En una de las fases se encuentra el polimero (quitosan por ejemplo) y en la otra
se encuentra un poli anion (tripolifosfato de sodio por ejemplo). El grupo amino del quitosan, que
tiene carga positiva, interactia con el tripolifosfato que tiene carga negativa formando
coacervados con un tamafio de particula en el rango de los nanémetros (Mohanraj & Chen, 2006).

1.8 Métodos de caracterizacion

La nanotecnologia es la ciencia que se encarga de realizar las mediciones en proporciones de
nanoescala y su aplicacion esta presente en toda la nanotecnologia, esta incluye la longitud y/o el
tamanio, asi como la medicidn de la fuerza, masa y carga eléctrica entre otras propiedades (Rivero
Gonzalez, 2013).

Los principales parametros fisicoquimicos a determinar en las nanoparticulas son el tamafio, la
forma, las propiedades de la superficie, la densidad y la concentracidn de las particulas. El tamafio,
asi como la distribucién de este, son parametros importantes a determinar para lograr una
administracién intravenosa segura. Las propiedades de la superficie son importantes a considerar
ya que estas propiedades son responsables de ciertas interacciones con el medio que rodea a las
nanoparticulas. Finalmente, la densidad y la concentraciéon son requeridas para deducir el area
superficial especifica de las particulas junto con su tamafio (Swarbrick & Boylan, 2002).
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Tabla 1: Principales métodos de caracterizacién de las nanoparticulas

Caracterizacion de Nanoparticulas

Potencial Z e Dispersion electroforética de luz
Tamaiio de Particula e Dispersion de luz dindmica
e Difraccion laser
Morfologia e Microscopia electrénica de barrido
e Microscopia electrénica de transmision
e Microscopia confocal

A continuacién se comentan algunas de las caracteristicas inherentes de los sistemas
nanoparticulados asi como algunos de los métodos empleados de estudio.

1.8.1 Tamaiio de particula

El tamafio de particula y la distribucidn del tamafo son las caracteristicas mds importantes de los
sistemas nanoparticulados. Estos determinan la distribucién in vivo, el destino bioldgico, la
toxicidad y la habilidad de focalizar de este tipo de sistemas. Ademads, pueden influenciar la carga
de farmaco, la liberacidon del farmaco y la estabilidad de las nanoparticulas. La liberacidon del
farmaco se ve afectada por el tamafio de particula, ya que particulas mds pequefias tienen una
mayor darea superficial y por lo tanto la mayor parte del fadrmaco asociado a la nanoparticula estara
en o cerca de la superficie de la nanoparticula, llevando a una rapida liberacién del farmaco
mientras que en particulas de mayor tamafio, se tienen una mayor cantidad de farmaco
encapsulado y una difusién mas lenta hacia el medio (Mohanraj & Chen, 2006).

Se ha encontrado que nanoparticulas de 100nm de tamafio tienen una aceptacién 2.5 veces
mayor de farmaco que micro particulas de un tamafio de 1um y 6 veces mayor que microesferas
con un tamano de 10um. Las nanoparticulas pueden atravesar a través de las capas mucosas del
intestino en ratas mientras que las microparticulas se localizaron principalmente en el
revestimiento epitelial (Mohanraj & Chen, 2006).

La espectroscopia de correlacién de fotones o PCS (photoncorrelationspectroscopy) y la difraccion
laser o LD (laser diffraction) son dos de las técnicas mas eficaces para determinar el tamafno de
particula.

La PCS, también conocida como dispersion de luz dindmica o DLS (dynamic light scattering), mide
la fluctuacién de la intensidad de la luz dispersada por el movimiento de las particulas. Esta técnica
se puede aplicar para particulas con un tamafio desde algunos nanémetros hasta 3 micras pero no
es capaz de detectar particulas de mayor tamafio. La difraccidn laser se basa en la dependencia del
angulo de difraccién con el radio de la particula. Debido a esta dependencia, las particulas de
menor tamafio causan una dispersion mas intensa en comparacién con moléculas mas grandes.
Una clara ventaja de este método, es que cubre un rango mas amplio de tamafio permitiendo
detectar particulas que van desde los nandmetros hasta algunos milimetros.

Hay que tener en cuenta, que estas técnicas no miden el tamafo de particula, mas bien detectan
los efectos de dispersion que son utilizados para calcular tamafios de particula. Estos métodos
pueden presentar dificultades con muestras que contengan particulas de diferentes tamafios por
lo que la utilizacidn de técnicas complementarias es muy Util. La microscopia dptica, a pesar de
qgue no es sensitiva al nivel de los nanémetros, da una indicacién rdpida de la presencia y el
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caracter de microparticulas o aglomerados de particulas presentes en la muestra. La microscopia
electrénica provee, a diferencia de la PCS y la LD, informacién directa sobre la forma de la
particula. (Mehnert & Mader, Solid lipid nanoparticles Production, characterization and
applications, 2001)

1.8.2 Propiedades de la superficie de las nanoparticulas

Cuando las nanoparticulas son administradas via intravenosa, son facilmente reconocidas por el
sistema inmune del cuerpo y son eliminados de la circulacién por los fagocitos. La hidrofobicidad
de la superficie de las nanoparticulas determina la cantidad de componentes sanguineos
adsorbidos, principalmente proteinas (opsoninas). La unidn de estas opsoninas a las
nanoparticulas llamada opsonizacién actia como puente entre las nanoparticulas y los fagocitos.
Para incrementar la probabilidad de éxito de la focalizacién del fdrmaco por las nanoparticulas, es
necesario disminuir la opsonizacion y prolongar la circulacién de las nanoparticulas in vivo. Esto
puede lograrse recubriendo la superficie de las nanoparticulas con polimeros o surfactantes
hidrofilicos, formulando las nanoparticulas con co-polimeros biodegradables con segmentos
hidrofilicos como el polietilenglicol, poloxamer, poloxamina y polisorbato 80 (Tween 80). Las
nanoparticulas recubiertas con Tween 80 han mostrado la capacidad de atravesar la barrera
hematoencefalica (Mohanraj & Chen, 2006).

1.8.3 Potencial Zeta

Los sistemas dispersos representan una clase importante de formas de administracién tales como
emulsiones, suspensiones, microesferas, liposomas y nanoparticulas. El medio de dispersion por lo
general es acuoso y la fase dispersa puede ser particulas sélidas o gotas liquidas inmiscibles.
Cargas eléctricas se forman en la interface entre la fase dispersa y el medio acuoso debido a
diferentes mecanismos tales como la ionizacién de grupos funcionales de la superficie o la
absorcién especifica de iones. Estas cargas eléctricas juegan un papel importante para determinar
la interaccién entre las particulas de la fase dispersa y la estabilidad fisica de los sistemas, en
particular para aquellos sistemas en el tamafio de coloides. Las cargas superficiales también
afectan la eficacia terapéutica y el destino que tendran, in vivo, estos sistemas por lo que es
importante comprender este fendmeno eléctrico para desarrollar este tipo de sistemas (Swarbrick
& Boylan, 2002).

El potencial existente entre la superficie liquida unida a la particula y la fase mayor de la solucidn
es llamado potencial Zeta. Este potencial puede proveer una medida de la carga neta en la
superficie de la particula y la distribucion en la interface. El potencial Zeta sirve como un
pardmetro importante para caracterizar la interaccion electrostatica entre las particulas en
sistemas dispersos y como son afectadas estas propiedades por este fendmeno eléctrico. La carga
superficial y los contraiones en su cercania generan una doble capa que a su vez esta dividida en
dos partes separadas por un plano llamado capa Stern. Por lo general el nimero de iones en la
capa Stern es menor a lo necesitado para lograr una neutralizacién de la carga superficial y ésta
neutralizacién ocurre en una capa Gouy-Chapman fuera de la capa Stern. El potencial entre la capa
liguida unida a la superficie de la particula (plano shear) y la matriz de la solucidn es llamado el
potencial zeta (Z) (Swarbrick & Boylan, 2002).

El potencial Zeta refleja el potencial eléctrico de las particulas y estd influenciado por la
composicion de las particulas y el medio en el que estan dispersas. Las particulas con un potencial
Z sobre los (+/-) 30mV han demostrado ser estables en suspension ya que la carga de la superficie
previene la agregacion de las particulas. El potencial Zeta también puede ser utilizado para
determinar si el principio activo estd encapsulado dentro de la nanoparticula o adsorbido en su
superficie (Mohanraj & Chen, 2006).
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Tabla 2: Tabla de los diferentes potenciales Z y su establilidad (Riddic, 1968)

Estabilidad Potencial Z (mV)
Muy buena -100 a -60
Buena -60a-40
Moderada -40a-30
Umbral de dispersion -30a-15

Umbral de aglomeracion -15a-10

Fuerte aglomeracion -5a+5
Precipitacion

1.8.4 Microscopia electrdnica

El microscopio electrénico permite el examen directo de un nivel de estructura mas fino de las
estructuras que cualquier otro instrumento y revela detalles anteriormente inaccesibles. Como
resultado, se ha aumentado notablemente el conocimiento de la organizacion de los tejidos de
plantas y animales y han cambiado las ideas acerca del modo en que se han constituido las células
y su funcionamiento. También se ha logrado un mayor entendimiento sobre la estructura y la
reproduccion de los virus (Grimstone, 1981).

La fuente de iluminacion de un microscopio electrénico es el llamado “cafién electrénico” que
usualmente consiste en un pequefio trozo de alambre en forma de “V” (el filamento o catodo),
junto con dos placas metdlicas circulares con perforaciones taladradas en sus centros. Al aplicar un
alto voltaje entre el filamento (negativo) y una de las placas (anodo positivo), fluye una corriente a
través del filamento y lo calienta hasta la incandescencia provocando la emisién de electrones que
son atraidos por el anodo que tiene una carga opuesta a la de los electrones y algunos pasan por la
perforacidn central. La cantidad de electrones que pasan a través de la perforacidn se incrementa
por la presencia de una segunda placa (cilindro de Wehnelt) cargada negativamente. El propdsito
de esta segunda placa metadlica es concentrar los electrones emitidos por el filamento en un haz
que pasa a lo largo del eje del caiidn y a través de la perforacion central del anodo.

Fuente de
calentamiento
del catodo

Control
de
emision

CATODO
-200.000 V

WEHNELT
-201.000 V

ANODO
o0V s

Velocidad: 209.000 km/s (0,7¢c)
Longitud de onda: 0,0025 nm

Figura 2: Esquema general de un microscopio electrénico
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La mision del cafién de electrones, es producir un haz de electrones que circule en una direccion y
una velocidad determinadas. La diferencia de potencial aplicada entre el filamento y el anodo
varia entre 40,000 y 100,000 V (40-100 kV) y a mayor diferencia de potencial, mayor es la energia
de los electrones. Asi mismo, el voltaje de aceleracién determina la longitud de onda de los
electrones.

Un campo magnético radialmente simétrico, tal como el producido por una bobina de alambre
cuando es atravesada por una corriente, actla como una lente y puede utilizarse para enfocar un
haz electrénico. En la practica, una lente electrdnica consiste en una bobina hecha de unos
millares de vueltas de hilo conductor por la que circula una corriente aproximada de 1 amperio. El
campo magnético producido se concentra por medio de una carcasa de hierro dulce que contiene
a la bobina.

Debido a que los ojos no son sensibles a los electrones, la imagen final es proyectada sobre una
pantalla de visualizacién recubierta de un material fluorescente cuando es irradiado por
electrones o sobre una placa fotografica si la imagen debe ser registrada de forma permanente
(Grimstone, 1981).

1.8.4.1Microscopia Electronica de Transmision (MET)

El microscopio electrénico de transmision funciona al alto vacio y la imagen es dada por los
electrones transmitidos a través de la muestra por lo que el grosor de la muestra debe ser menor a
100nm para obtener una buena resolucion. Debido a la interaccién de los electrones de alta
energia, la muestra debe estar protegida con metales pesados para que soporten dicha
interaccion. Las muestras que vayan a ser analizadas deben cumplir los siguientes requisitos:

- No se pueden observar materiales vivos o que contengan agua por que el sistema funciona al alto
vacio.

- La muestra se debe proteger contra la luz de los electrones

- La muestra debe tener un grosor adecuado para permitir que los electrones sean transmitidos y
asi poder obtener una buena resolucidon en la imagen (Gonzales Gallardo, Ruiz Venegas, &
Hernandez Baumgarten, 2003).

1.8.4.2 Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)

A pesar de tratarse de un instrumento distinto al MET convencional, ambos equipos tienen mucho
en comun. El MEB tiene la ventaja de que las muestras necesitan muy poca preparacion y las
técnicas utilizadas son similares a las empleadas en el MET. La mayoria de los MEB sélo pueden
examinar superficies que sean conductoras eléctricas, cualquier objeto que resista el alto vacio
puede ser observado, la muestra puede ser observada poniéndola directamente en el microscopio
sin necesidad de cortarla en ldminas finas por lo que puede tener un grosor de algunos
centimetros. La mayor limitacidn que tiene el MEB, es la baja resolucion y la imposibilidad de ver
dentro de la muestra, todas las muestras deben ser anhidras para que resistan el vacio y puedan
ser recubiertas con oro ionizado para hacerlas conductoras eléctricas. (Gonzdles Gallardo, Ruiz
Venegas, & Hernandez Baumgarten, 2003)
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1.8.5 Microscopia confocal

La microscopia confocal de barrido laser (CLSM por sus siglas en inglés), al igual que otras técnicas
de fluorescencia, es una herramienta que a pesar de ser util para la caracterizacion fisica de
farmacéuticos no es muy utilizada en la actualidad. La aplicacién de técnicas de fluorescencia en
los aspectos celulares y biomédicos de la liberacidén de los farmacos es extensa. En comparacion la
literatura que describa la caracterizacion fisica de sistemas farmacéuticos es menos extensa y a
pesar de que provee ejemplos que ilustran el potencial y el alcance a futuro estas técnicas sélo se
utilizan en caos aislados mientras que el uso de CLSM en el area bioldgica se ha convertido
basicamente en rutina haciendo que esta técnica esté mas avanzada en el drea bioldgica. Sin
embargo, el potencial para la formacidon de imagenes de alta resolucidn, el seccionamiento éptico
no invasivo, reconstrucciones tridimensionales, en combinacién con la sensibilidad, selectividad y
versatilidad de las mediciones de fluorescencia, proporciona oportunidades excelentes para el
sondeo y mejor entendimiento del comportamiento de los productos farmacéuticos.

La utilizacion de la CLSM tiene grandes ventajas como:
-Reduccidn en la difuminacién de la imagen a causa de la dispersion de la luz
-Resolucién incrementada
-Relacién sefial-interferencia mejorada
-Observacion clara de objetos espesos y que dispersan la luz.

El microscopio confocal ha demostrado ser particularmente valioso para mejorar las imagenes de
fluorescencia. Muchos microscopios confocales pueden ser utilizados en modo de reflexién
confocal y fluorescencia ademds de hacer imagenes en transmision éptica y, dependiendo de la
fuente del Idser y la dptica, puede ser capaz de hacer imagenes de tres fluordforos diferentes
simultdneamente. La fluorescencia procede de dtomos o moléculas que absorben energia de la luz
haciendo que los electrones se exciten a un nivel energético y vibraciones mas alto para luego
regresar a su estado basal al perder energia al emitir fotones. Este tipo de moléculas se llaman
fluoréforos y poseen diferentes caracteristicas espectrales debido a su diferente configuracion
electronica lo que hace que cada fluoréforo sea sensible a un rango especifico de longitudes de
onda en respuesta a lo cual emite fluorescencia en longitudes de onda mayores (Pygall,
Whetstone, Timmins, & Melia, 2007).

La microscopia confocal permite la realizacién de imagenes muy detalladas con respecto a la
localizacién de nano sensores introducidos en las células y es esencial para el desarrollo de
métodos de liberacién intracelular.

Al combinar la microscopia confocal y la citometria de flujo, se pueden obtener informacidn
relevante para el desarrollo y la aplicacion de nano sensores ya que ambas técnicas son idéneas
para examinar a los nano sensores (Coupland, Fisher, E. Jones, & Aylott, 2008).

25



1.9 Optimizacion estadistica

Una de las metas de este trabajo de tesis, fue optimizar la obtencién de nanoparticulas de
composicion hibrida y Unica a partir de quitosan y polietil cianoacrilato. La optimizacién del
proceso de elaboraciéon de las nanoparticulas es importante ya que permite asegurar la obtencion
de estructuras con las mismas propiedades fisicoquimicas (por ejemplo el tamafo) de interés ya
gue consideran algunos factores influyentes durante su preparacién. Con este conocimiento se
puede elegir las condiciones ideales de preparacion de acuerdo a especificas de interés que
portardn las nanoparticulas.

En este trabajo de tesis, las variables a controlar fueron:

e Velocidad de agitacién.

e Tiempo de agitacidn para el etilcianoacrilato (ECA)
e Tiempo de agitacidn para el quitosan (CHI).

e La cantidad de tensoactivo (Pluronic F-68).

e Cantidad de tripolifosfato (TPP).

Una vez establecidos los valores, estos fueron vaciados en el programa estadistico Statgraphics
Centurion XV como variables independientes (X) para determinar el efecto sobre el tamafio de
particula o variable dependiente (Y).

El disefio experimental de Screening sirvid para determinar las variables que mas afectan a la
variable de respuesta (tamafio). Cabe mencionar que en este trabajo, se tomaron en cuenta los
datos obtenidos y se realizdé un nuevo disefio de experimentos tomando como variables
independientes aquellas que se determind eran las mds importantes pero utilizando tres niveles
para la velocidad de agitacién y la cantidad de tensoactivo, tomando un tiempo maximo de
agitacién para el etil cianoacrilato (60 minutos), un tiempo minimo de agitacion para el quitosan
(20 minutos) y se elimind el tripolifosfato.

1.10 Nanotoxicologia

Considerando la variedad de aplicaciones en las Nanociencia y Nanotecnologia, se han creado
expectativas amplias y el impacto e importancia del progreso en diferentes areas como la
medicina, energia y medio ambiente; han orientado esfuerzos en diversos proyectos de
investigacion en el drea de las Ciencias de la Salud que se apoyan en las Nanociencias y su uso. Al
respecto, se sugiere que los sistemas nanoestructurados pudieran comprometer la funcién celular
ejerciendo efectos tdxicos en los organismos expuestos a este tipo de estructuras.

La Nanotoxicologia es un drea de la nanotecnologia que estd tomando cada dia mas importancia y
se refiere al estudio de las interacciones de las nanoestructuras con los sistemas bioldgicos
enfatizando en la elucidacidon de las relaciones entre las propiedades fisicas y quimicas de las
nanoestructuras con la induccién de respuestas bioldgicas tdéxicas. Un entendimiento de la
relacidn entre las propiedades fisicas y quimicas de las nanoestructuras asi como el estudio de su
comportamiento in vivo proveera de bases en la evaluacién de la respuesta téxica asociada y de
mas importancia sera el que llevara a modelos de prediccion para evaluacidén toxicoldgica
(Hillegass, Shukla, Lathrop, MacPherson, Fukagawa, & Mossman, 2010).

Los nanomateriales, al tener cominmente un tamafio menor a 1 micra (1x10®°m) de didmetro,
pueden ser inhalados y, dependiendo de su geometria, composicion, tamafio y transporte o
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durabilidad en el cuerpo, tienen la capacidad de causar efectos adversos a la salud humana,
especialmente si son inhalados en grandes cantidades. Las pruebas en roedores son prohibitivas
en términos de costos y tiempo. Por esta razdn, es necesario contar con un panel de pruebas in
vitro que incluyan cultivos celulares para citotoxicidad (metabolismo alterado, crecimiento
disminuido, muerte celular por lisis o apoptosis), proliferacion, genotoxicidad y expresién alterada
de los genes. La mayoria de estas pruebas fueron estandarizadas utilizando minerales patégenos
(asbesto vy silica) y particulas nanopatogénicas (perlas de vidrio o didxido de titanio) como
controles negativos. Los resultados de estas pruebas in vitro deben predecir si es necesario
continuar las pruebas de los materiales elegidos con modelos de inhalacién que simulen
exposicién fisioldgica a materiales inhalados en animales. Para probar los efectos patdgenos del
asbesto y la silica, la mayoria de las pruebas in vitro se realizaron en células de pulmén y pleura
para evaluar citotoxicidad, proliferacion y genotoxicidad (Hillegass, Shukla, Lathrop, MacPherson,
Fukagawa, & Mossman, 2010).

Los sistemas de administracion por medio de nanoparticulas pueden ser modificados para que se
concentren en un lugar u érgano en especifico para mejorar la respuesta terapéutica. Sin
embargo, las nanoparticulas biomédicas y farmacéuticas tienen que satisfacer tamizados rigurosos
de toxicidad para ser aprobados por las autoridades regulatorias para su uso. El requerimiento de
proveer perfiles de biocompatibilidad aceptables ha llevado a un mayor interés en la investigaciéon
de la nanotoxicologia. Las nanoparticulas tienen propiedades fisicoquimicas Unicas atribuidas a su
gran area superficial en relaciéon a su volumen, tamafio, forma y la estructura de su superficie.
Estas propiedades pueden ser atractivas para aplicaciones bioldgicas, sin embargo también poseen
riesgos potenciales para la salud humana y el medio ambiente (Loh, Yeoh, Saunders, & Lim, 2010).

A pesar de la costosa investigacion dentro de las aplicaciones biomédicas y farmacéuticas de la
aplicacion de nanoparticulas, existen pocos estudios sobre la toxicidad hepatica que pueden
ejercer las nanoparticulas in virto e in vivo. Estos datos son importantes debido a que las
nanoparticulas de quitosan circulantes encuentran el higado como el drgano desintoxicante
principal en el cuerpo humano. La preocupacion sobre la citotoxicidad de las nanoparticulas de
quitosan no se limita Unicamente a las nanoparticulas que son inyectadas directamente en el
torrente sanguineo. Algunos estudios han establecido la capacidad de las nanoparticulas de
quitosan para modular la permeabilidad en epitelios absorbentes, haciendo posible que
nanoparticulas de quitosan suficientemente pequeinas puedan atravesar el tejido de la cavidad
nasal o los sacos alveolares y entrar en la circulacion sistémica (Loh, Yeoh, Saunders, & Lim, 2010).

1.10.1 Ensayos de citotoxicidad

Antes de valorar el efecto citotdxico de las nanoparticulas u otros compuestos de interés en una
determinada estirpe celular, es importante conocer como es la tasa de proliferacién de las células
para determinar las propiedades de crecimiento basicas en las células elegidas y el tiempo de
exposicién al xenobidtico de acuerdo al ciclo celular. Por lo general, las lineas celulares no
malignas tienen fases de crecimiento lag, logaritmico y estacionario, en estas fases para el cultivo
celular y de acuerdo a lo reportado los efectos inducidos por las nanoparticulas son variables auln
en las mismas concentraciones. Las curvas de crecimiento también ilustran el tiempo en el que la
poblacién de algun tipo de célula se duplica. La mayor parte del trabajo se realiza en células con
80-90% de confluencia que se parece a su arquitectura contigua en el tejido (Hillegass, Shukla,
Lathrop, MacPherson, Fukagawa, & Mossman, 2010). En este trabajo de tesis se emplearon en los
ensayos in vitro, células hepaticas AML-12 en confluencia.
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1.10.1.1 Ensayo de viabilidad por biotransformacion de sales de Tetrazolio (MTA)

MTA de corto tiempo son ensayos que no proveen informacion directa sobre el nimero total de
células, pero mide la viabilidad de una poblacidon celular en relacién a células control sin
tratamiento. Las células son expuestas a los sistemas nanoparticulados después se adicionan sales
amarillas de tetrazolio liqguidas como MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-
sulfofenil)2H-tetrazolio) o MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol).por 2 a 4
horas a 37°C. Durante este proceso, las células viables con actividad respiratoria mitocondrial
activa bioreducen el MTS o el MTT en un producto insoluble de formazan via deshidrogenasas
succinicas mitocondriales, que es solubilizado subsecuentemente en dimietil sulféoxido (DMSO) o
un detergente y es cuantificado en un espectrofotdmetro de luz visible. Los datos se representan
en absorbancia comparada con el grupo control (100% células vivas). Es importante mencionar
que ya que mide la actividad respiratoria, las células que tienen un metabolismo lento deben ser
utilizadas en numeros mayores. Este método, aun cuando es uno de los métodos de eleccién en
diversos trabajos publicados, tiene desventajas tales como:

e Algunas lineas celulares humanas son ineficientes al procesar los reactivos de sales de
tetrazolio.

e La utilizacion de DMSO para solubilizar el producto de formazan generado por la reduccién
de las sales de tetrazolio no solo alarga el protocolo, sino que también expone al personal
de laboratorio y al equipo a cantidades de solvente potencialmente daiiinas.

(Hillegass, Shukla, Lathrop, MacPherson, Fukagawa, & Mossman, 2010)

1.10.1.2 Viabilidad celular

Para determinar la viabilidad celular in vitro, se realizd, en este trabajo de tesis, la prueba de MTT
(Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol). Esta prueba se basa en la reduccion
metabdlica del MTT (compuesto color amarillo) realizada por la enzima mitocondrial succinato-
deshidrogenasa en formazan (compuesto color azul) permitiendo determinar la funcionabilidad
mitocondrial en las células tratadas con las nanoparticulas (Mosmann, 1983).
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2. Justificacion del proyecto

El campo de las nanoparticulas poliméricas se esta expandiendo rapidamente y cada vez tiene un
papel mas importante en un amplio espectro de dreas como electrénica, materiales conductores y
sensores, medicina, biotecnologia y tecnologia para el control de la polucion (Prasad Rao &
Geckeler, 2011).

Las nanoparticulas poliméricas ofrecen ventajas especificas sobre los liposomas incluyendo:

- El tamafio de particula y las propiedades de la superficie de las nanoparticulas son
facilmente manipulables para alcanzar una focalizacidn tanto activa como pasiva después de una
administracién parenteral.

-Controlan y mantienen la liberacion del fdrmaco durante el transporte y en el sito de
accion, alterando la distribucién del principio activo en los 6rganos y la posterior eliminacion de
éste logrando un aumento en la eficacia terapéutica y una reduccion en los efectos secundarios.

-La liberacion controlada y las caracteristicas de degradacién pueden ser moduladas con la
eleccidn de los componentes de la matriz.

-El sistema puede ser utilizado para varias rutas de administracién incluyendo la oral,
nasal, parenteral, intra-ocular, etc.

A pesar de estas ventajas, las nanoparticulas también tienen limitaciones. Su pequefio tamafio y
gran superficie de contacto puede llevar a una agregacion de las particulas dificultando su manejo
en formas liquidas y secas (Mohanraj & Chen, 2006).

Como hemos mencionado existen reportes que indican que las nanoparticulas de PECA (polietil
cianoacrilato), se utilizan para encapsular de manera eficiente moléculas bioactivas controlando su
liberacion por un mecanismo de erosidn. En términos de bioadhesidn, varios autores han
observado algunas evidencias de captura de nanoparticulas de PECA por la mucosa intestinal. Sin
embargo, la naturaleza hidrofébica y los grupos anidnicos de las nanoparticulas de PECA no los
hacen, a priori, candidatos atractivos en el desarrollo de sistemas bioadhesivos. Consideramos que
con algunas modificaciones de la superficie se podria mejorar, entre otras caracteristicas, la
bioadhesividad del sistema coloidal. Para ello elaboramos nanoparticulas compuestas por nucleos
de PECA vy recubiertas con quitosan. Consideramos que el PECA es capaz de asociarse
espontaneamente con polisacaridos como el quitosan y dar como resultado un nucleo hidrofébico
recubierto por un polisacarido hidrofilico. Estos sistemas podran contar con la combinacion de
caracteristicas bioactivas del PECA y /o las del quitosan y se pretende que sean inocuos y Utiles
como acarreadores coloidales de farmacos.

El obtener nanoparticulas hibridas fabricadas a base de polietil cianoacrilato y quitosan puede
representar la posibilidad de contar con sistemas de caracteristicas fisicoquimicas adecuadas para
considerarlas utiles en algun area del conocimiento y este trabajo ademas nos permitird conocer si
los sistemas de interés inducen citotoxicidad durante su exposicidn in vitro a células hepaticas.

29



3. Objetivos

3.1 Objetivo general
-Optimizacién del método de elaboracién de nanoparticulas fabricadas a base de polietil
cianoacrilato y quitosan

3.2 Objetivos particulares

-Determinar los efectos de las nanoparticulas asociados a la viabilidad celular en células hepaticas
de ratén (ATCC-AML12).

-Determinar mediante microscopia confocal la localizacién de las nanoparticulas obtenidas en
células hepdticas (células AML-12) y su relacidn con el tamafio de particula y la dosis de exposicion
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4. Materiales y métodos

4.1Materiales y reactivos

Tabla 3: Lista de materiales y reactivos

Materiales y equipo

Reactivos

Vasos de precipitados de 100 mL

Agua destilada (Grado reactivo)

Micro pipeta de 5-50 pL

Acido acético glacial (J.T. Baker)

Micro pipeta de 100-1000 pL

Hidréxido de sodio 1N

Pipeta graduada de 25mL

Medio de cultivo DMEM (Gibco)

Agitador Stir-Pack Laboratory mixer

Quitosan (Sigma-Aldrich)

Agitador magnético

Tripolifosfato (Sigma-Aldrich)

Perilla

Pluronic F-68 (Sigma-Aldrich)

Potenciémetro

Etilcianoacrilato (Sigma-Aldrich)

Jeringas estériles

Formaldehido al 4% (J.T. Baker)

Membranas estériles de 0.45um

MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-
2,5-difeniltetrazol) (Sigma-Aldrich)

Matraz Kitazato

Células AML12 (ATCC® CRL-2254™)

Porta objetos

Isotiocianato deFluoresceina (Sigma-Aldrich)

Cubre objetos

Yoduro de propidio (Sigma-Aldrich)

Cajas Petri grandes

Esmalte de ufias

Cajas Petri pequenas

Cloruro de Sodio (J.T. Baker)

Cajas de 6 pozos

Cloruro de Potasio (J.T. Baker)

Tubos falcon

Fosfato Dipotasico de Sodio (J.T. Baker)

Papel aluminio

Fosfato de Potasio Monobdsico (J.T. Baker)

Sonicador Tripsina (Corning)
Espectrofotémetro (Scientific Instruments) Nonidet
Centrifuga

Ultra centrifuga

Lampara de luz amarilla

Campana de flujo laminar

Campana de extraccion

Microscopio Confocal Olympus Fluoview

4.2 Tratamientos utilizados

Para el estudio de viabilidad celular se utilizaron las nanoparticulas de los sistemas 1y 3 del disefio
experimental de optimizacidn, ya que estos sistemas son en los que se obtuvo el mayor y el menor

tamanfio de particula.

La prueba se realizd en placas de 6 pozos en las cuales se hicieron subcultivos celulares y estos se
expusieron a dos dosis diferentes de nanoparticulas de dos tamafos diferentes, acido acético al
1% y a una solucién de peréxido de hidrégeno (H.0,) durante 24 horas.
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La prueba se realizé de la siguiente manera:

Control negativo (Acido acético al 1%)
Control positivo (Perdxido de hidrégeno)
Nanoparticulas pequefias dosis baja
Nanoparticulas pequefias dosis alta
Nanoparticulas grandes dosis baja
Nanoparticulas grandes dosis alta
Control (Unicamente medio)

Nonideth

3pozos
3pozos
3 pozos
3pozos
3 pozos
3 pozos
3 pozos

3 pozos

A cada pozo se le agregaron 50uL de volumen total del tratamiento correspondiente. Para las
dosis altas se colocaron 50uL del stock de nanoparticulas provenientes de la suspensién fabricada

mientras que para las dosis bajas se hizo una dilucién 5:50uL del stock de nanoparticulas.

4.3 Métodos

4.3.1 Preparacion de los sistemas para el Screening
Para cada una de las variables se tomé un valor maximo y un valor minimo, dichos valores se
presentan en la siguiente tabla:

Tabla 4: Factores y niveles a considerar en el Screening

Factor Niveles

-1 +1
X,= Tiempo de agitacion de ECA [min] 20 60
X,= Tiempo de agitacion de CHI [min] 20 60
Xs= Cantidad de tensoactivo [%] 0.3 1
Xs= Cantidad de TPP [%] 0 0.1
Xs= Velocidad de agitacion [rpm] 570 1091
Y= Tamaiio de particula (nm) N/A N/A
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Tabla 5: Sistemas para el disefio experimental del Screening

Sistema | Tiempo de Tiempo de Tensoactivo (% | TPP (% Velocidad de
ECA (min) CHI (min) P/V) P/V) agitacion (rpm)

1 20 60 1.0 0.1 570

2 20 20 0.3 0.0 1091

3 20 60 0.3 0.0 570

4 60 60 1.0 0.1 1091

5 60 60 1.0 0.0 570

6 60 20 1.0 0.1 570

7 20 20 0.3 0.1 570

8 60 60 0.3 0.1 570

9 60 60 0.3 0.0 1091

10 20 20 1.0 0.0 570

11 20 20 1.0 0.1 1091

12 20 60 1.0 0.0 1091

13 60 20 0.3 0.1 1091

14 20 60 0.3 0.1 1091

15 60 20 1.0 0.0 1091

16 60 20 0.3 0.0 570
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4.3.1 Preparacion de los sistemas para el Screening

Lavar y secar un vaso de precipitados de 100mLy uno
de 50mL

Verter 20mL de acido acético al 1% dentro del vaso
de 100mL

Comenzar a agitar a la velocidad indicada en la
tabla 4

Agregar la cantidad de tripolifosfato indicada en Ia
tabla 4 y agitar hasta que se disuelva totalmente

Agregar 20uL de etil cianoacrilato y continuar la agitacién
el tiempo indicado en la tabla 4

En el vaso de 50mL verter 20mL de acido acético al 1%

Agregar la cantidad de pluronic indicada en la tabla 4y
disolver con ayuda de un agitador magnético

Agregar 0.06g de quitosan y seguir agitando hasta que se
disuelva totalmente

Una vez transcurrido el tiempo de agitacion del sistema
que contiene al etil cianoacrilato, agregar el sistema que
contiene al quitosan y el tensoactivo

Continuar agitando a la misma velocidad el tiempo
indicado en la tabla 4

Verter el sistema final en un tubo Falcon de 50mL
etiquetado y refrigerar

Figura 3: Preparacion de nanoparticulas para los sistemas de Secreening



4.3.2 Preparacion de los sistemas para el disefio experimental de optimizacién

Tabla 6: Sistemas para el disefo experimental de optimizacidn.

Sistema | Tempo de | Tiempo de | Tensoactivo | Velocidad de
ECA (min) CHI (min) (%) agitacion (rpm)
1 60 20 0,7 343
2 60 20 0,7 570
3 60 20 0,7 805
4 60 20 1,0 343
5 60 20 1,0 570
6 60 20 1,0 805
7 60 20 1,3 343
8 60 20 1,3 570
9 60 20 1,3 805

Lavar y secar un vaso de precipitados de 100mLy

uno de 50mL

Verter 20mL de acido acético al 1% dentro del

vaso de 100mL

Comenzar a agitar a la velocidad indicada en
latabla 5

Agregar 20pL de etil cianoacrilato y continuar la
agitacion el tiempo indicado en la tabla 5

En el vaso de SUmL verter ZUmL de acCido acetico al
1%

Agregar la cantidad de pluronic indicada en la tabla5y
disolver con ayuda de un agitador magnético

Agregar 0.06g de quitosan y seguir agitando hasta que se

disuelva totalmente

Una vez transcurrido el tiempo de agitacion del
sistema que contiene al etil cianoacrilato, agregar el
sistema que contiene al quitosan y el tensoactivo

Continuar agitando a la misma velocidad el
tiempo indicado en la tabla 5

Verter el sistema final en un tubo Falcon de
50mL etiquetado y refrigerar

Figura 4: Preparacion de nanoparticulas para los sistemas de Optimizacion

35



4.3.3 Tripsinizacion

Trabajar de acuerdo al método de
"Trabajo en areas estériles"

Verificar que las células cubran entre un 80-90% del fondo
de la caja (que se encuentren en confluencia)

Colocar en un bafio de incubacion
tripsina, PBS estéril y medio de cultivo

Retirar los cultivos celulares de la incubadora y
ponerlos en la campana de flujo

Con una pipeta, retirar el medio de cultivo
de los cultivos celulares

Realizar dos lavados con 4 mL de PBS
estéril

Agregar 1.5mL de tripsina y esparcirla por el fondo de
la caja realizando movimientos ondulatorios

Poner las cajas en incubacion a 37°C
durante 2 minutos

Una vez transcurrido el tiempo sacar las cajas de la incubadora y
agitarlas cuidadosamente hasta que las células se desprendan

Agregar de 2-4mL de
medio de cultivo

Tomar el volumen total con una pipeta estéril de 10mL
y colocarlo en un tubo falcon de 15mL

Centrifugar la muestra durante 2 minutos a
1500rpm para cedimentar las células

Retirar el sobrenadante dejando unicamente 2mL para resuspender el
botdn formado por las células

Agregar medio de cultivo a la suspencion de células para realizar
subcultivos (la cantidad de medio que se agregue dependera de la cantidad
de subcultivos que se vayan a realizar

Figura 5: Proceso de tripsinizacion
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4.3.4 Prueba de viabilidad celular (MTT)

Realizar subcultivos celulares en placas de 6 pozos

Una vez que las células se encuentren entre un 80-90% de crecimiento exponerlas
durante 24 horas al tratamiento

Adicionar 10uL de MTT 2 horas antes de que termine el tiempo de exposicién al
tratamiento

Una vez transcurrido el tiempo de exposicion, retirar todo el medio sin rasgar las células
adheridas al fondo del pozo

Agregar 1mL de la soluciéon buffer de Nonidet

Agitar la placa durante 10 minutos a 1500rpm

Una vez transcurrido el tiempo de agitacion, extraer la soluciéon colorida y centrifugarla
durante 5 minutos a 1200rpm

Tomar 200puL y colocarlos en una placa de 96 pozos

Leer las muestas a 590nm

Figura 6: Prueba de viabilidad (MTT)
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4.3.5Microscopia confocal

4.3.5.1 Preparacion de los sistemas para microscopia confocal
*TODO SE PREPARA EN OSCURIDAD

Disolver 0.005g de fluoresceina en 1mL
de metanol absoluto

Agregar 19 mLde HAcal 1%y
agitar

Agregar 20pL de etil cianoacrilato

Agitar durante 60 minutos a 343 rpm
(tamafio minimo) u 805rpm (tamafio
maximo)

En 20mL de HAc al 1% disolver
0.06g de chitosany 0.14g de
Pluronic F-68

Una vez transcurrido el tiempo de agitacion del sistema que
contiene el etil cianoacrilato y la fluoresceina agregar el
sistema que cotiene el quitosan y el Pluronic F68

Agitar durante 20 minutos a 343rpm
(tamafio minimo) u 805rpm (tamafio
maximo)

Guardar las nanoparticulas
protegidas de la luz

Figura 7: Preparacion de los sistemas nanoparticulados para microscopia confocal
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4.3.5.2 Centrifugacion con glicerol
*A PARTIR DE LA CENTRIFUGACION TODO DEBE HACERSE EN OSCURIDAD

Verter 15mL de agua destilada
en un tubo de plastico y poner
una marca

Desechar el agua y verter
glicerol hasta la marca de 15mL

Agregar 5 mL de suspencion de
nanoparticulas

Llenar casi hasta el borde del tubo con
HAc al 1%

Centrifugar a 27,000rpm durante
1 hora

Ceparar las
faces

Retirar el sobrenadante
con mucho cuidado

Tomar con un gotero el anillo formado
teniendo cuidado de no absorber el glicerol

Poner el volumen tomado en tubos falcon
color ambar y marcarlos con el nUmero de
alicuota

Figura 8: Centrifugacion con glicerol
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4.3.5.3 Montaje de las muestras para microscopia confocal

Realizar un cultivo celular sobre cubreobjetos

Esperar a que las células queden adheridas al
cubreobjetos

Exponer las células durante 6 horas a las
nanoparticulas marcadas con el fluorocromo

Transcurridas las 6 horas, retirar el medioy
lavar los cubreobjetos con PBS

Las células se fijan agregando paraformaldehido
al 4% y se dejan 30 minutos

Una vez transcurrido el tiempo de fijacidn, se retira el
paraformaldehido y se lavan los cubreobjetos con PBS
dos veces

Después las preparaciones son contrateiiidas con
yoduro de propodio durante aproximadamente 1
minuto

Lavar las preparaciénes con PBS y dejar secar

Fijar los cubreobjetos sobre un portaobjetos

utilizando esmalte transparente para ufias

Colocar solucién de montaje PVA-DABCO y se
coloca otro cubreobjetos

Guardar los montajes en refrigeracién y
protegios de la luz hasta su analisis.

Figura 9: Montaje de las muestras
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5. Resultados y Analisis de resultados:

5.1 Optimizacidn estadistica
Es necesario realizar una optimizacién estadistica para determinar qué parametros o combinacién

de esto

s afecta en mayor medida el tamafio de particula y si éste efecto provoca que el tamafio de

particula aumente o disminuya. Es importante llevar a cabo una optimizacién estadistica para
poder determinar los parametros ideales para obtener nanoparticulas dentro de un rango de
tamafio determinado segun la funcién que se le quiera dar a estas nanoparticulas.

5.1.1 Screening

Tabla 7: Sistemas del Screening y el tamafio de particula obtenido para cada sistema

Sistema | Tiempo de | Tiempo de | Tensoactivo TPP (%) | Velocidad de | Tamafio de
ECA (min) CHI (min) (%) agitacion (rpm) particula (nm)

1 20 60 1.0 0.1 570 1212

2 20 20 0.3 0.0 1091 2.18

3 20 60 0.3 0.0 570 24.21

4 60 60 1.0 0.1 1091 2166

5 60 60 1.0 0.0 570 5.645

6 60 20 1.0 0.1 570 13.7

7 20 20 0.3 0.1 570 | -

8 60 60 0.3 0.1 570 | -

9 60 60 0.3 0.0 1091 1.388

10 20 20 1.0 0.0 570 6.835

11 20 20 1.0 0.1 1091 | -

12 20 60 1.0 0.0 1091 22.91

13 60 20 0.3 0.1 10917 | e

14 20 60 0.3 0.1 1091 | e

15 60 20 1.0 0.0 1091 7.988

16 60 20 0.3 0.0 570 11.76

Como se puede observar en la Figura 3:

El aumento en la concentracion de tripolifosfato, el tiempo de agitacion del quitosan y la
velocidad de agitacidn tienen un efecto positivo sobre el tamafio de particula haciendo
que este aumente.

El aumento en la concentracidn de tensoactivo y el tiempo de agitacion del etil
cianoacrilato tienen un efecto negativo sobre el tamafio de particula haciendo que este
disminuya.

Podemos observar que la variable que tuvo mayor efecto sobre el tamafio de particula fue
la concentracion de tripolifosfato mientras que el tiempo de agitacidn del etil cianoacrilato
y el quitosan tuvieron el menor efecto sobre el tamafio de particula.

La R? indica que el modelo ajustado explica el 99.99% de la variabilidad en el tamafio de
particula.
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Figura 10: Modelo para Tamafio de Particula del sistema de Screening Un efecto positivo (azul) indica que el
tamanio de particula aumenta, un efecto negativo (gris) indica que el tamafio de particula disminuye

Tabla 8: Andlisis de varianza para el tamafio de particula (Screening)

Source Sum of Squares Df | Mean square F-Ratio P-value
A:tiempo ECA 201948. 1 201948. 363.80 0.0333
B:tiempo CHI 153901. 1 153901. 277.24 0.0382
C:tensoact 618190. 1 618190. 1113.63 0.0191
D:TPP 611416. 1 611416. 1101.43 0.0192
AB 583494. 1 583494. 1051.13 0.0196
AC 90174.2 1 90174.2 162.44 0.0498
AD 85403.5 1 85403.5 153.85 0.0512
AE 159432. 1 159432. 287.21 0.0375
BC 90054.5 1 90054.5 162.23 0.0499
BD 85984.0 1 85984.0 154.89 0.0510
BE 199012. 1 199012. 358.51 0.0336
CcD 604565. 1 604565. 1089.09 0.0193
CE 622621. 1 622621. 1121.61 0.0190
DE 608475. 1 608475. 1096.13 0.0192
Total error 555.112 1 555.112

Total (corr.) 1.6831E7 15

e El andlisis de varianza indica la significancia de cada efecto comparando los cuadrados
minimos contra un estimado del error experimental. En este caso, 12 de los efectos tienen
un valor de P menor a 0.05, indicando que estos son diferentes a cero con un nivel de
confianza del 95.0%.
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Tabla 9: Coeficientes de regresidn para tamafio de particula (Screening)

Coeficiente Estimado
Constant 894.039
A:tiempo ECA -76.7278
B:tiempo CHI 76.4799
C:tensoact -193.903
D:TPP 883.673
E:Vagit 193.166
AB 190.967
AC -75.0726
AD -73.0597

Error relativo (%)= 0.39%

El aumento del tamafio de particula en los sistemas que contienen el tripolifosfato, concuerda con
los resultados obtenidos en un estudio realizado por (Fazil, y otros, 2012) donde se encontré que
con un incremento en la concentracion de quitosan o tripolifosfato el tamano de particula
aumentd encontrando que la proporcidn dptima entre estas dos sustancias esta entre 2.19/1 y
2.5/1 estando el quitosan siempre en mayor proporcion que el tripolifosfato y llegando a tamarios
por debajo de 200nm mientras que por arriba o por debajo de esta proporciéon se encontrd una
gran variacion en el tamafio de particula.

5.1.2 Diseio de Experimentos de Optimizacion

Tabla 10: Sistemas del disefio de experimentos y el tamafio de particula obtenido para cada

sistema.
Sistema | Tempo de | Tiempo de | Tensoactivo | Velocidad de | Tamafio de
ECA (min) CHI (min) (%) agitacion (rpm) particula (nm)

1 60 20 0,7 343 51.3225

2 60 20 0,7 570 193.3691

3 60 20 0,7 805 435.1454

4 60 20 1,0 343 56.1998

5 60 20 1,0 570 54.9948

6 60 20 1,0 805 137.5312

7 60 20 1,3 343 242.9897

8 60 20 1,3 570 121.1233

9 60 20 1,3 805 45.3277
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Tabla 11: Andlisis de varianza para el tamafio de particula (Optimizacion)

Source Sum of Squares | Df | Mean Square | F-Ratio | P-Value
AB 84155.2 1 84155.2 12.49 0.0095
Total error 47172.0 7 6738.85

Total (corr.) | 131327. 8

e El analisis de varianza indica la significancia de cada efecto comparando los cuadrados
minimos contra un estimado del error experimental. En el caso del modelo de
Optimizacién, unicamente el efecto combinado de la velocidad de agitacidn y la cantidad
de tensoactivo tuvieron un valor de P menor a 0.05, indicando que ese efecto combinado
es diferente a cero con un nivel de confianza del 95%. Debido a que tanto el efecto de la
velocidad de agitacién y la cantidad de tensoactivo por si solos no tienen significancia, se

eliminaron.

Con el modelo ajustado de Optimizacién, se obtuvo una R?>=64.08% lo que indica que la variacion
en el tamafio de particula depende en un 64% del efecto combinado de la cantidad de tenso activo

y la velocidad de agitacion.

Square Plot for T de patricula

3.63036

293.704

805.01 93704
2
(]
©
T
S
2430 | 363036
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Cantidad de TA

1.3

Figura 11: Diagrama de cuadrado para el Tamafio de particula (Optimizacidn)

En la figura 4, podemos observar que hay dos condiciones dptimas para obtener el menor tamafo
de particula. Una de estas condiciones es tener la menor velocidad de agitacién y la cantidad
menor de tensoactivo, mientas que la otra se encuentra al poner la cantidad mayor de tensoactivo
con la velocidad mayor de agitacién. Esto concuerda con los resultados reflejados en la tabla 10
para el tamafio de particula donde se puede observar que en el sistema 1 (menor cantidad de
tenso activo y menor velocidad de agitacion) y en el sistema 9 (mayor cantidad de tensoactivo y
mayor velocidad de agitacidn) se obtuvieron los menores tamafios de particula.
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Tabla 12: Coeficientes de regresion para tamafo de particula (Optimizacién)

Coefficient Estimate
Constant -1052.65
A:Cantidad de TA 1201.31
B:Vel de agit 2.09288
AB -2.09288

Error Relativo= 32.5%

5.2 Viabilidad celular

Las nanoparticulas de quitosan pueden exhibir diferentes perfiles citotdxicos dependiendo de las
propiedades del material utilizado para sintetizar las nanoparticulas, el tamano de las
nanoparticulas y los tipos de células con las que interactian. Se mostré que nanoparticulas con un
tamafio de 110-390nm preparadas con quitosan tienen un perfil citotdxico comparable con
particulas de mayor tamano del polimero, sin que la viabilidad celular se vea afectada
significativamente en concentraciones menores a 740ug/mL mientras que células expuestas a
nanoparticulas de quitosan con un tamafio de 65nm demostraron mayor sensibilidad al quitosan.
Esto se observa también en células hepaticas donde células HepG2 no se vieron afectadas al ser
expuestas a nanoparticulas de quitosan de un tamano de 108+23nm en concentraciones de hasta
25ug/mL, mientras que la ICso de nanoparticulas de quitosan con un tamafio de 40nm para lineas
celulares BEL7402, después de 24 y 48 horas de exposicion, fue de 15.01ug/ml y 6.19ug/ml
respectivamente. (Loh, Yeoh, Saunders, & Lim, 2010). Estos resultados muestran que el chitosan
es biocompatible tanto en nanoparticulas como en particulas de mayor tamafio, mientras que la
sensibilidad de las células aumenta conforme el tamafio de particula disminuye.

En la grafica 1, podemos observar que la viabilidad celular estimada mediante la capacidad de las
células expuestas por biotransformar la sal de tetrazolio a formazan, disminuyd drdsticamente
(<70%) con la exposicion de nanoparticulas en dosis baja y de tamafio pequerio (DBI), esto puede
deberse a una mayor sensibilidad de las células hepaticas expuestas por nanoparticulas de tamafio
menor o igual a 65nm en este caso. Este fendmeno no se presentd para la dosis alta de las mismas
nanoparticulas, esto pudo deberse al tamafio reducido de las nanoparticulas y a su mayor cantidad
por unidad de volumen las nanestructuras pudieron haberse aglomerado provocando que en
conjunto se comporten como nanoparticulas de un mayor tamafio o que las células modifiquen la
capacidad para incorporar a este tipo de nanoparticulas sin modificar la capacidad éxido reductora
de las células expuestas (viabilidad >70%). Gréfica 1.

Cuando las células hepaticas se expusieron a nanoparticulas de tamafio maximo tanto para la
dosis baja (DBII) y la dosis alta (DAIl) podemos observar que la viabilidad celular fue mayor que la
obtenida con el tratamiento DBI en donde la viabilidad celular estaba comprometida. Adn cuando
las nanoparticulas (DBII) y las (DAIl), evidenciaron una menor capacidad biotransformadora de la
sal de tetrazolio en comparacion con el control negativo, (medio de dispersién de las
nanoparticulas, acido acético 1%), las células se mantenian vivas.

Esta mayor viabilidad celular con respecto al sistema DBI, puede ser debido a que las
nanoparticulas con un tamafo mayor a 110nm o cercano a 390nm tienen un perfil citotdxico
comparable con el perfil presentado por particulas de chitosan de mayor tamafio..
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El Unico sistema con una viabilidad celular mayor a la obtenida en las células expuestas al medio
de dispersion fue el sistema de nanoparticulas de tamafio minimo y dosis alta (DAI), =80%. En
ambos casos las células en estudio después de su exposicion son viables.

También se puede observar que en todos los tratamientos, con excepcién del DB |, la viabilidad
celular fue mayor (>70%) que en el caso del control positivo (peréxido) =65%. Lo que sugiere que
no se compromete la viabilidad celular por estos sistemas en estudio. Estos resultados se
confirmaron estadisticamente mediante analisis de varianza sin encontrar diferencias significativas
en los resultados obtenidos con la excepcidén ya comentada (Grafica 2)

En la grafica 2, el analisis de varianza (ANOVA) y posteriormente la prueba de Tukey, se analiza la
existencia de diferencias significativas entre las medias. De no haber diferencias significativas
entre las medias, se tomaria la hipdtesis HO=no existe diferencia significativa entre las medias, en
caso de que exista diferencia significativa entre al menos dos de los tratamientos, se toma Hl=
existe diferencia significativa entre al menos dos de los tratamientos. Al realizar el analisis, se
encontré que existe diferencia significativa entre los tratamientos DB | y DB I, por lo que no se
acepta HO ya que si existe diferencia significativa entre dos de las medias.

Gréfica 1: Resultados de la prueba de MTT para células hepaticas de ratén expuestas a dosis bajas
y dosis altas de nanoparticulas de dos tamafios diferentes, a acido acético al 1% (control negativo)
y peroxido (control positivo).
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Grafica 2: Analsis de ANOVA, 95% de confianza.
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5.3 Microscopia confocal

Con el fin de conocer la localizacién de las nanoparticulas hepaticas expuestas, se prepararon
nanoparticulas fluorescentes. Las células se montaron para el andlisis de microscopia confocal. Las
células empleadas expuestas a las nanoparticulas para tal fin fueron células hepaticas AML-12 que
se contratifieron con yoduro de propidio para hacer la doble tincion.

En las figuras 12 a 14 podemos observar células hepaticas expuestas a las nanoparticulas de
tamafio mayor marcadas con ioduro de propidio y FITC. En la figura 12 podemos observar a las
células hepaticas tefiidas con Rodamina y en la figura 13 podemos observar las nanoparticulas a
las que fueron expuestas estas células con FITC. En la figura 14 tenemos iluminacion de FITC y
Rodamina lo que nos permite observar tanto a las células hepaticas como a las nanoparticulas. En
esta figura podemos observar que la mayor concentracion de nanoparticulas se encuentra sobre
las células hepaticas haciendo que éstas se vean en diferentes tonalidades de rojo a anaranjado e
incluso verde dependiendo de la concentracidn de nanoparticulas que haya en cada punto.

En las figuras 15 a 18 podemos observar un acercamiento a una célula hepdtica expuesta a las
nanoparticulas de mayor tamafio nuevamente marcadas con ioduro de propidio y FITC. En la figura
16 vemos la célula contra tefiida con ioduro de propidio y en la figura 17 podemos ver las
nanoparticulas a las que fue expuesta. En la figura 18 podemos ver de forma mas clara que las
nanoparticulas se concentran en el drea que ocupa la célula hepatica cubriéndola casi por
completo.
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Figura 12: Células hepdticas contratefiidas con Figura 14: Co-localizacién de nanoparticulas de

ioduro de propidio. (40x) tamafio mayor marcadas con FITC y la
zona nuclear de las células hepdticas
contratefiidas con ioduro de propidio
(40x)

Figura 13: Localizacidn de nanoparticulas de
tamafio mayor marcadas con FITC (40x)
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Figura 15: Célula hepdtica y nanoparticulas de Figura 17: Localizacidn de nanoparticulas de
tamafio mayor observadas en contraste tamafio mayor marcadas con FITC (100x)
de fases (100x)

Figura 16: Célula hepatica contratefiida con Figura 18: Co-localizaciéon de nanoparticulas de
ioduro de propidio. (100x) tamafo mayor marcadas con FITC y la
zona nuclear de la célula hepatica
contratefiida con ioduro de propidio
(100x)
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6. Conclusiones

e Durante el proceso de optimizacion, fue posible determinar el efecto de los factores
estudiados en este trabajo (velocidad de agitacidn, tiempo de agitacidon para el etil
cianoacrilato y el chitosan, porcentaje de tensoactivo y porcentaje de tripolifosfato) sobre
el tamano de las nanoparticulas fabricadas a base de polietil cianoacrilato y chitosan.

e El tamano de particula aumenta de manera significativa en presencia de tripolifosfato

e El tamafio de particula se reduce al aumentar el tiempo de agitacion del etil cianoacrilato
mientras que al aumentar el tiempo de agitacién del chitosan el tamafio de particula
aumento.

e Se estandarizaron las condiciones (tiempo de agitacion de ECA: 60min, tiempo de
agitacion de CHI: 20 min, 0.7% de tensoactivo y velodicad de agitacidon: 343rpm) para
obtener nanoparticulas de PECA-CHI de un tamafio aproximado de =51.3225mm vy
condiciones (tiempo de agitacién de ECA: 60min, tiempo de agitacion de CHI: 20 min, 0.7%
de tensoactivo y velodicad de agitacién: 805rpm) para obtener nanoparticulas de un
tamanfio aproximado de = 435.1454nm.

e Se encontré que las nanoparticulas de menor tamano (=51.3225nm) utilizadas en dosis
bajas afectan significativamente la viabilidad celular mientras que en dosis mayores la
viabilidad celular practicamente no se vio afectada.

e Las nanoparticulas de tamafio mayor (= 435.1454nm), en cualquiera de las dosis probadas
en este experimento, son menos citotoxicas para las células hepaticas. Estas mostraron
una citotoxicidad menor a la que se presentd en células expuestas a las nanoparticulas de

menor tamafio (=51.3225nm) y en dosis baja.

e Con el andlisis de microscopia confocal se observé que, en el caso de las nanoparticulas de
tamafio promedio mayor (= 435.1454nm), las nanoparticulas colocalizan con la zona
nuclear de las células hepaticas.

e No fue posible observar con claridad mediante microscopia confocal la presencia de las

nanoparticulas de tamafio promedio menor (=51.3225nm) dentro de las células
hepaticas.
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8. Anexos

8.1 Preparacion de acido acético al 1%

Lavar y secar un matraz aforado de
1Lt

Verter 100 mL de agua destilada
dentro del matraz

Verter 10 mL de acido acético glacial dentro del matraz
cuidando que resbale por las paredes del matraz

Llevar a nivel de aforo con agua destilada

Mezclar la solucién vocando el matraz sujetdndolo de la base y el
tapon cuidando que la solucién no se derrame

Verter la solucidn en un vaso de precipitados
de 1Lt y determinar su pH

Ajustar el pH a 2.4 con hidréxido de sodio 1N

Verter la solucién en un frasco de vidrio

Etiquetar el frasco con el nombre de la solucidn, férmula, fecha de
preparacion y nombre de la persona que la preparé
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8.2 Preparacion de PBS pH=7.4

Lavar y secar un matraz aforado de
500mL

Pesar en una balanza analitica 8g de cloruro de sodio, 0.2g de cloruro de potasio, 1.44g de
fosfato dipotdsico de sodio y 0.2g de fosfato de potasio monobadsico.

Verter 50mL de agua desionizada en
el matraz de 500mL

Verter dentro del matraz cada una de
las sales pesadas

Agitar hasta la disolucion total de las
sales en el agua

Agregar agua desionizada hasta llegar a
la marca de aforo

Mezclar la solucién volcando el matraz sujetandolo de la base y el
tapon cuidando que la solucion no se derrame.

Determinar el pH de la
solucion.

De ser necesario ajustar el pH a 7.4 con NaOH
concentrado o con HCl concentrado.

Verter la solucidn en un frasco etiquetado con el nombre de la solucidn, fecha
de preparacién y nombre de la persona que prepard la solucién.
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8.2.1 Esterilizacion del PBS

*Todos los pasos deben realizarse dentro de una campana de flujo laminar

Asegurarse de que se estd trabajando en condiciones estériles
siguiendo la metodologia para “Trabajo en areas estériles”.

De la solucién stock de PBS se toman alicuotas y se
filtran a través de una membrana de 0.45um.

El liquido filtrado se recibe en tubos tipo falcon de 50mL.

Una vez lleno el tubo, éste se cierra con la tapa y la tapa se rodea
con papel parafilm.
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8.3 Trabajo en dareas estériles

El uso de bata blanca y limpia, guantes y
cubre bocas es obligatorio.

El cabello debe estar recogido detrds de la cabeza
en caso de que se tenga el cabello largo.

Evitar el uso de maquillaje ya que puede ser
fuente de contaminacion.

Es necesario desinfectar las manos con etanol al 70% para
poder manejar material estéril sin riesgo de contaminarlo

Antes de comenzar a utilizar la campana, se debe apagar la lampara
de luz ultravioleta, encender el flujo de aire y desinfectar el drea con
etanol al 70%.

Una vez finalizado el trabajo, se limpia el area con etanol al
70% y se vuelve a encender la ldmpara de luz UV
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8.4 Cultivo celular

*TODO EL MATERIAL QUE VAYA A SER INTRODUCIDO A LA CAMPANA (CON EXCEPCIPON DE LOS

CULTIVOS CELULARES) DEBE SER DESINFECTADO PREVIAMENTE CON ALCOHOL AL 70% PARA
EVITAR CONTAMINACIONES.

Realizar el método de "Trabajo
en dreas estériles"

Colocar en incubacion a 37°C un tubo
falcon con medio de cultivo DMEM

Colocar dentro de la campana una bolsa hermética con
cajas petri para cultivo celular y sacar las cajas que se
vayan a requerir

Volver a cerrar la bolsa cuidando que celle bien
realizando un doblés a lo largo del cierre y
envolviendolo con cinta adhesiva.

Cuando el medio de cultivo esté a temperatura
corporal (37°C) desconjelar un vial con células
calentandolo con las manos

Verter 6mL de medio de cultivo en cada caja petriy
esparcirlo por el fondo de la caja realizando
movimientos ondulatorios

Agregar gota a gota el medio que contiene a las células
repartiendolo homogeneamente en cada caja (es decir, si son
dos cajas se pone la mitad del vial en cada caja)

Rotular cada caja con la fecha de sembrado, nombre de
quién realizé el cultivo y el tipo de células que se estan
cultivando.

Incubar en la estufa a 37°C, con una
concentracién de CO, del 5% y una HR del 80%

Limpiar el area de trabajo, apagar el
flujo de aire y encender la [dmpara UV.

Revisar el crecimiento de las células
cada 24 horas con un microscopio
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8.5 Cambio de medio de cultivo celular

*TODO EL MATERIAL QUE VAYA A SER INTRODUCIDO A LA CAMPANA (CON EXCEPCIPON DE LOS

CULTIVOS CELULARES) DEBE SER DESINFECTADO PREVIAMENTE CON ALCOHOL AL 70% PARA
EVITAR CONTAMINACIONES.

Poner a incubar a 37°C PBS eseteril y medio de cultivo

Desinfectar un vaso de precipidados para depositar los residuos

Retirar de la estufa los cultivos a los que se les
hara el cambio de medio de cultivo

|—Depositar [os cultivos inmediatamente en [a
campana de flujo laminar

Con una pipeta esteril, retirar el medio de cultivo contenido en la caja petri sin
raspar la superficie de la caja y depositarlo en el vaso para residuos

Colocar en cada caja 4mL de PBS esteril, tapar la caja y relizar movimientos
ondulatorios para que el PBS cubra todo el fonfo de la caja

Retirar el PBS con una pipeta esteril cuidando de no raspar la superficie de la
caja y depositarlo en el vaso para residuos

Colocar 6 mL de medio de cultivo en cada
cajay volver a incubar

Tapar el PBS y el medio de cultivo y colocar
papel parafilm en la tapa de cada tubo

Limpiar el area de trabajo, apagar el flujo
de aire y encender la [dmpara UV

Revisar el crecimiento de las células cada 24 horas. Una vez
gue el medio se torne amarillo volver a cambiarlo.
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8.6 Subcultivos

8.6.1 Subcultivos en cajas Petri

Trabajar de acuerdo al método de
"Trabajo en areas estériles"

Una vez que las células ocupen del 80-90% del fondo de la caja
realizar la tripsinizacién de acuerdo al método de "tripsinizacion"

Agregar 6mL de medio de cultivo a cada una de las cajas
utilizando una pipeta estéril y una propipeta electrénica

Dividir la suspencién de células obtenida en la tripsinizacion
entre el nUmero de subcultivos que se van a realizar

Rotular cada caja con la fecha, tipo de células que
se estan cultivando y quién realizé el cultivo

Tapar el medio y colocarle parafilm a la
tapa para evitar contaminacion

Limpiar el area de trabajo, apagar el
flujo de aire y encender la [dmpara
u.v.

Incubar en la estufaa 37°Cy una
concentracién de 5% de CO,

Verificar el crecimiento de los
cultivos cada 24 horas
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8.6.2 Subcultivos en placas de 6 pozos

Trabajar de acuerdo al método de "Trabajo
en areas estériles"

Una vez que las células ocupen del 80-90% del fondo de la caja realizar la
tripsinizacion de acuerdo al método de "tripsinizacién"

Agregar 2mL de medio de cultivo a cada uno de los pozos utilizando una
pipeta estéril y una propipeta electrénica

Dividir la suspencién de células obtenida en la tripsinizacion entre el
numero de pozos que se van a sembrar

Rotular cada placa con la fecha, tipo de células que se estan
cultivando y quién realizé el cultivo

Tapar el medio y colocarle parafilm a la tapa
para evitar contaminacion

Limpiar el area de trabajo, apagar el flujo de
aire y encender la [ldmpara U.V.

Incubar en la estufaa 37°Cy una
concentracién de 5% de CO,

Verificar el crecimiento de los
cultivos cada 24 horas
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8.6.3 Subcultivos en placas de 12 pozos

Trabajar de acuerdo al método de
"Trabajo en areas estériles"

Una vez que las células ocupen del 80-90% del fondo de la caja
realizar la tripsinizacién de acuerdo al método de "tripsinizacion"

Agregar 1mL de medio de cultivo a cada uno de los pozos utilizando
una pipeta estéril y una propipeta electrénica

Dividir la suspencién de células obtenida en la tripsinizacion
entre el nUmero de pozos que se van a sembrar

Rotular cada placa con la fecha, tipo de células que se
estan cultivando y quién realizé el cultivo

Tapar el medio y colocarle parafilm a la
tapa para evitar contaminacion

Limpiar el area de trabajo, apagar el
flujo de aire y encender la ldmpara U.V.

Incubar en la estufaa 37°Cy una
concentracién de 5% de CO,

Verificar el crecimiento de los
cultivos cada 24 horas
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8.7 Preparacion de buffer de Nonideth

Lavar y secar una probeta de 100mLy un
frasco color ambar

Verter con ayuda de una micropipeta 15iL de
acido clorhidrico concentrado en una probeta de
100ml

Agregar 100uL de
Nonidet

Llevar a volumen de
100mL con isopropanol

Verter la solucién en un
frasco ambar

Etiquetar el frasco con la fecha de preparacién, nombre de
la solucién y nombre de la persona que prepard la solucion

Guardar el frasco en el
refrigerador

8.8 Preparacion de la solucion de H,0;

Hacer una diluciéon 1:100 de la solucidn concentrada

Tomar 3mL de la solucién anterior y agregar 2mL
de agua destilada
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