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Resumen

Este proyecto propone desarrollar un nanositema que favorezca el ensamble
de la proteína factor de crecimiento transformante beta 3 (T GFβ3) en una ma-
triz polimérica biodegradable de quitosano, mediante la evaluación de factores
que afectan las propiedades de carga y liberación de la proteína, que incluyen
la relación de masa entre el quitosano (CS) y el tripolifosfato de sodio (TPP),
además de la cantidad del T GFβ3, inicialmente encapsulado. La técnica em-
pleada para la preparación de las nanopartículas de CS se basa en la reticulación
iónica utilizando TPP como agente de reticulación. Para la caracterización del
nanosistema se parte de nanopartículas de quitosano sin proteína, con el obje-
tivo de optimizar su proceso de producción, para posteriormente incorporarles
la proteína T GFβ3 y evaluar la eficiencia de encapsulación, la estabilidad de
almacenamiento y la tasa de liberación.

Como resultado la distribución de tamaño de las partículas mostró la pre-
sencia de una población unimodal compuesta por partículas de escala nano con
forma esférica. La encapsulación de la proteína fue posible con el método de
reticulación iónica y el comportamiento de su mecanismo de liberación se pudo
ajustar a modelos matemáticos de liberación de fármacos. Siendo la reticulación
iónica un método eficaz para conseguir un nanosistema con las características
físico-químicas aptas para encapsular la proteína T GFβ3.

VII





Índice

Agradecimientos V

Resumen VII

1. Introducción 1
1.1. Conceptualización de la investigación . . . . . . . . . . . . . . . . 1
1.2. Antecedentes y objetivo . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 3
1.3. Estructura de capítulos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 6

2. Descripción del sistema 7
2.1. Introducción . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7
2.2. Aspectos generales del quitosano . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 8

2.2.1. Metodología química para la obtención del quitosano . . 9
2.2.2. Propiedades físico-químicas y biológicas del quitosano . . 10
2.2.3. Limitaciones . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12

2.3. Factor de crecimiento transformante beta 3 . . . . . . . . . . . . . 13
2.3.1. Funciones biológicas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13
2.3.2. Estructura química . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14
2.3.3. Mecanismo de liberación . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15

2.4. Importancia de la nanoencapsulación de agentes biológicos . . . 16
2.4.1. Fundamentos de la nanopartículas . . . . . . . . . . . . . . 17

3. Obtención de nanopartículas 21
3.1. Introducción . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21
3.2. Nanopartículas reticuladas iónicamente . . . . . . . . . . . . . . . 22

3.2.1. Interacciones involucradas en la reticulación iónica . . . 22
3.2.2. Principios de la formación . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 22

3.3. Factores que influyen en la síntesis de nanopartículas de CS . . . 24
3.3.1. Concentración de solución de CS y TPP . . . . . . . . . . . 24
3.3.2. Relación de masa de CS a TPP . . . . . . . . . . . . . . . . . 24
3.3.3. Concentración de ácido acético . . . . . . . . . . . . . . . . 25
3.3.4. pH de la solución de CS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26

IX



X ÍNDICE

3.3.5. Temperatura ambiente durante el proceso de reticulación 26
3.3.6. Velocidad de agitación . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 27

3.4. Ventajas y desventajas de las nanopartículas reticuladas iónica-
mente . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 27

4. Fundamentos teóricos de las técnicas de caracterización 29
4.1. Introducción . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29
4.2. Técnicas para la caracterización física de las nanopartículas . . . 29

4.2.1. Microscopía electrónica de barrido (SEM) . . . . . . . . . 29
4.2.2. Microscopía de fuerza atómica (AFM) . . . . . . . . . . . . 30
4.2.3. Dispersión dinámica de la luz (DLS) . . . . . . . . . . . . . 31
4.2.4. Potencial zeta . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 32

4.3. Técnicas bioquímicas para evaluar la proteína . . . . . . . . . . . . 33
4.3.1. Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) . . . 33
4.3.2. Dicroísmo circular (DC) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 34

5. Técnicas experimentales 37
5.1. Introducción . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37
5.2. Metodología experimental para la obtención de las nanopartículas 37

5.2.1. Materiales . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37
5.2.2. Preparación de nanoesferas de CS cargadas con TGFβ 3 38

5.3. Caracterización física de las nanopartículas . . . . . . . . . . . . . 39
5.3.1. Análisis por SEM y AFM . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 39
5.3.2. Análisis por DLS y potencial zeta . . . . . . . . . . . . . . . 40

5.4. Análisis bioquímicos de la proteína . . . . . . . . . . . . . . . . . . 41
5.4.1. Detección del TGFβ 3 por el método ELISA . . . . . . . . 41
5.4.2. Análisis por DC . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 45

6. Resultados y discusión 47
6.1. Introducción . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 47
6.2. Caracterización física . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 47

6.2.1. Nanopartículas sin proteína . . . . . . . . . . . . . . . . . . 48
6.2.2. Nanopartículas con proteína . . . . . . . . . . . . . . . . . . 53

6.3. Análisis bioquímicos de la proteína . . . . . . . . . . . . . . . . . . 55
6.3.1. Liberación in vitro de la proteína . . . . . . . . . . . . . . . 55
6.3.2. Evaluación de la estructura del TGFβ 3 después de ser

liberado de las NPs con dicroísmo circular . . . . . . . . . 61

7. Conclusiones 65

8. Perspectivas 67

Bibliografía 69



Índice de figuras

2.1. Estructura molecular del quitosano. Fuente: (Agrawal et al., 2010).
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9

2.2. Estructura tridimensional de la proteína TGFβ 3 formada por: (A)seis
láminas beta y tres hélices alfa; y (B) tres puentes de disulfuro.
Fuente: (Cox, 1995). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15

3.1. Representación esquemática del método de reticulación iónica pa-
ra la formación de nanopartículas de CS/TPP. Fuente: (Grenha,
2012). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23

4.1. Representación esquematica de la técnica inmunológica sándwich
ELISA para detectar una sustancia biológica. . . . . . . . . . . . . . 34

6.1. Efecto de la razón de masa entre las soluciones CS/TPP en el tama-
ño de las nanopartículas derivadas de la síntesis de nanopartículas
de quitosano sin proteína, vistas por imágenes SEM y AFM. Las
imágenes SEM con un aumento X 50,000 tomadas a 5.0 kV son:
(A) con razón de masa 2.5:1 (w/w), y (B) con razón de masa 5:1
(w/w); mientras que las imágenes de AFM vistas en una ventana de
500 nm son: (C) con razón de masa 2.5:1 (w/w), y (D)con razón
de masa 5:1 (w/w). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 48

6.2. Nanopartículas de quitosano sin proteína con relación de masa 5:1
(w/w) formuladas por técnica de reticulación iónica, vista por SEM
con un aumento de X100,000. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 49

6.3. Los análisis por DLS para las NPs sin proteína con relación de ma-
sa 5:1 (w/w) son: (A) una distribución Gaussiana unimodal que
muestra nanopartículas de aproximadamente 84.69 nm de diáme-
tro, con una (B) función de correlación que exhibe un decaimiento
exponencial.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 50

6.4. Cambios en la distribución de tamaño de las NPs de quitosano sin
proteína como consecuencia de la evolución de las NPs en el tiempo,
medidos por DLS para tres tiempos en un periodo de 8 días. . . . . 52

XI



XII ÍNDICE DE FIGURAS

6.5. Imágenes SEM de micropartículas derivadas de la sintetización de
nanopartículas de quitosano cargadas con dos concentraciones dife-
rentes de TGFβ 3 después del secado vistas con dos aumentos. 0.26
µg/mL de TGFβ 3: (A) X 25,000, (B) X 50,000; y 0.4 µg/mL de
TGFβ 3: (C) X 25,000, (D) X 50,000. . . . . . . . . . . . . . . . . . 54

6.6. Curva de calibración para el TGFβ 3 de siete puntos. El gráfico
muestra los valores promedio de los ensayos realizados por tripli-
cado en un mismo experimento a diferentes tiempos durante un
período de 10 días. Las barras representan la desviación estándar.
El límite de detección fue 15.6 pg/mL de TGFβ 3 detectado por
ELISA. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 56

6.7. Representación de la fracción de proteína liberada (Q) en el mo-
mento t, con los modelos cinéticos de Higuchi y Korsmeyer-Peppas.
Se evaluarón ambas concentraciones de proteína inicialmente en-
capsulada. 0.26 µg/mL de TGFβ 3: (A) modelo de Higuchi, (B)
modelo de Korsmeyer-Peppas; y 0.4 µg/mL de TGFβ 3: (C) mode-
lo de Higuchi, (D) modelo de Korsmeyer-Peppas. . . . . . . . . . . . 59

6.8. Comparativo del mecanismo de liberación de las NPs cargadas con
0.26 µg/mL y 0.4 µg/mL de TGFβ 3, representado por el modelo
de Korsmeyer-Peppas. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 60

6.9. Espectros de dicroísmo circular de la solución estándar de TGFβ 3,
de las NPs sin proteína y del TGFβ 3 después de ser liberado de las
NPs. Las concentraciones de TGFβ 3 utilizadas se indican en la figura. 61

6.10.Evaluación temporal de 4 tiempos durante un periodo de 6 días de
la estructura del TGFβ 3 liberado de las NPs, mediante dicroísmo
circular para ambas concentraciones de proteína: (A) 0.26 µg/mL
y (B) 0.4 µg/mL de TGFβ 3. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 62



Índice de Tablas

1.1. Hitos históricos en la evolución de la nanomedicina. Fuente: (Jain,
2012). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4

2.1. Relación entre los parámetros estructurales y propiedades del qui-
tosano. Fuente: (Dash et al., 2011) . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11

2.2. Tamaño típico de varios objetos a escala nanométrica. Fuente: (Ober
y Gupta, 2011) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 17

2.3. Comparación entre la velocidad de sedimentación y el movimiento
browniano de partículas a escala nanométrica. Fuente: (Ober y
Gupta, 2011) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 20

3.1. Síntesis de nanopartículas basadas en quitosano: ventajas y desven-
tajas. Fuente: Agnihotri et al. (2004) y Kashyap et al. (2015) . . 28

5.1. Distribución de las soluciones en la placa del kit ELISA para la de-
tección de la proteína TGFβ 3, con una sensibilidad superior a los
5.7 pg/mL. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 44

6.1. Valores del tamaño, índice de polidispersión (PDI) y potencial zeta
(pot-ζ) de las NPs en función del tiempo. . . . . . . . . . . . . . . . 52

6.2. Valores del tamaño, índice de polidispersión (PDI) y potencial zeta
(pot-ζ) de las NPs cargadas con TGFβ 3. . . . . . . . . . . . . . . . 53

6.3. Efecto de la cantidad de TGFβ 3 encapsulado en la eficiencia de
encapsulación (EE) de las NPs de CS. . . . . . . . . . . . . . . . . . . 56

6.4. Los coeficientes de determinación ajustado (R2
a justado), las cons-

tantes de velocidad de liberación (ki) y el exponente de difusión (n)
obtenidos aplicando diferentes modelos matemáticos. . . . . . . . . 58

XIII





Capítulo 1

Introducción

RESUMEN: Este capítulo explica brevemente en qué consiste el presente
trabajo, así como los estudios previos que lo han impulsado. También se
encuentra aquí una descripción del resto de los capítulos que conforman
la tesis.

1.1. Conceptualización de la investigación

En los últimos años, el estudio de formulaciones farmacéuticas novedosas
se ha encausado en desarrollar rutas alternas de administración de fármacos,
con el objetivo de optimizar dicho proceso y hacerlo no invasivo. Las micro y
nanopartículas son sistemas que hasta el momento parecen ser los más prome-
tedores en la liberación de fármacos, presentando nuevas oportunidades para
los agentes activos que antes eran inadecuados para las formulaciones tradicio-
nales de medicamentos orales o inyectables. La primera descripción del uso de
los sistemas nanofarmacéuticos la hicieron Birrenbach y Speiser (1976).

A continuación, se mencionan brevemente algunas de las propiedades
y características que han impulsado el desarrollo de las nanopartículas, mis-
mas que se retomarán con mayor detalle a lo largo del escrito. La eficiencia
de encapsulación1 (EE) de un fármaco en nanopartículas es relativamente ma-
yor que otros sistemas de administración de fármacos coloidales; al modificar
apropiadamente el tamaño y superficie de dichas partículas se consigue superar
barreras biológicas y bioquímicas, proteger fármacos/proteínas de la degrada-
ción que pueden experimentar en el entorno biológico, además de alcanzar ob-
jetivos farmacológicos. Por lo que resulta oportuno utilizarlos para modular la
liberación controlada y sostenida de fármacos de manera localizada, mejorando

1La eficiencia de carga determina la cantidad (masa) de fármaco encapsulado en las nano-
partículas. En la sección se explica cómo se calcula.

1



2 CAPÍTULO 1. Introducción

así la eficacia y aminorando la toxicidad de fármacos (Kammona y Kiparissides
(2012); Ricci et al. (2004); Rosen y Abribat (2005); Shmulewitz et al. (2006);
Zhang et al. (2008)).

Si bien existe un extenso repertorio de materiales, tales como polímeros
naturales y sintéticos, lípidos y agentes tensoactivos; disponibles para construir
nanovehículos de fármaco (Blasi et al. (2007); Duncan (2003); Kumari et al.
(2010)), los ingenieros están restringidos por la biocompatibilidad de los mate-
riales, subproductos tóxicos y el coste de fabricación, entre otros. Otro aspecto
importante a considerar, es que el diámetro de los capilares más pequeños en
el cuerpo humano es de aproximadamente 4 µm (Mishra, 2013), por lo tanto
es preciso que las dimensiones de las partículas sólidas estén por debajo de ese
límite para facilitar el acceso a todos los lugar en el cuerpo por vía intravenosa,
intramuscular o subcutánea. La miniaturización de la partícula también reduce
el riesgo de reacciones irritantes en el lugar suministrado.

La mayor parte de los sistemas de administración de fármacos utiliza po-
límeros naturales basados en proteínas (por ejemplo, colágeno, gelatina y al-
búmina) y polisacáridos (por ejemplo, almidón, dextrano y quitosano). Las na-
nopartículas a base de polisacáridos han recibido un gran impulso tecnológico,
especialmente por las ventajas y potencialidades que ofrece tales como flexibi-
lidad para conseguir perfiles de liberación deseables del fármaco, rentabilidad,
facilidad de adaptación para su uso en aplicaciones específicas mediante reac-
ciones químicas sencillas, gran variedad de propiedades físico-químicas, y una
óptima aceptación reguladora (Liu et al., 2008). Aunado a lo anterior, muestran
biocompatibilidad y biodegradibilidad, que son las características básicas de lo
polímeros utilizados como biomateriales. Por lo tanto, se han posicionado entre
los sistemas más utilizados en las formulaciones farmacéuticas.

Otro de los principales aspectos que deben cumplir las nanopartículas
transportadoras de fármacos es ser inmunológicamente neutras una vez admi-
nistradas en el organismo. Muchas de las nanopartículas tienen un tamaño y
forma semejantes a elementos tales como los virus. Así, las nanopartículas po-
drían estimular o suprimir la respuesta inmunitaria, y provocar reacciones de
hipersensibilidad o inmunosupresión, por lo que es imprescindible analizar su
compatibilidad con los elementos del sistema inmunitario (Zolnik et al., 2010).
Si bien los datos publicados sugieren claramente que las nanopartículas inter-
accionan con el sistema inmunitario, uno de los retos es desarrollar protocolos
estandarizados para evaluar sus efectos.

En este trabajo se utiliza un sistema a base de quitosano, dado que este
polímero catiónico y sus derivados son de interés en el área farmaceútica por
sus propiedades únicas, tales como biocompatibilidad, biodegradabilidad, baja
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toxicidad (Lee et al., 1995), actividad antimicrobiana y mucohadesión (Dokto-
rovova y Souto, 2009), lo que lo convierte en un material versátil y con gran
potencial como vehículo de fármacos. Con respecto a su respuesta inmunoló-
gica los materiales de quitosano se requiere una evaluación cuidadosa de la
estructura de quitosano, la pureza, la respuesta a la dosis, y la tasa de aclara-
miento in vivo para revelar si las respuestas inmunológicas a un implante de
quitosano dado están promoviendo o inhibiendo el rendimiento objetivo (Hoe-
mann y Fong, 2016). Por otro lado, tenemos que además el quitosano es un
biopolímero natural, que se deriva de la quitina mediante la desacetilación de
la misma en condiciones muy alcalinas y a altas temperaturas (Hosokawa et al.
(1990); Agulló et al. (2004a); Rabea et al. (2003)). Además de que favorece
los procesos de reparación de la piel, ya que estimula la hemostasia y acelera
la regeneración de tejidos (Ueno et al. (1999); Khor (2003); Şenel y McClure
(2004)). Se cree que el quitosano acelera la formación de fibroblastos y au-
menta reacciones de fase temprana en la cicatrización (Paul y Sharma, 2004).
Este producto ha tenido auge en la investigación biomédica, debido a que los
materiales naturales son más biocompatibles que los materiales sintéticos. Ade-
más de que se metaboliza por ciertas enzimas humanas, tales como la lisozima,
siendo biodegradable (Ahmed y Ikram, 2016). El quitosano puede ser prepara-
do en diversas presentaciones, tales como tabletas, películas, hidrogeles, pastas,
fibras, polvos y micro / nanopartículas (Dash et al., 2011).

Las nanopartículas de quitosano se pueden sintetizar a través de varias
técnicas. Estas incluyen microemulsión, gelificación iónica, emulsificación, di-
fusión de disolventes, etc. (Agnihotri et al. (2004); Hamidi et al. (2008); Liu et
al. (2008); Nagpal et al. (2010); Songsurang et al. (2011); Zhang y Kawakami
(2010)). El presente trabajo utiliza la técnica de gelificación iónica con tripo-
lifosfato (TPP) como el agente de entrecruzamiento, ya que se ha reportado
como una técnica apropiada para fabricar nanopartículas de quitosano. Al ser
un método simple, suave, no tóxico, que evita el uso de disolventes orgánicos y
altas temperaturas, permite la encapsulación exitosa de moléculas lábiles, tales
como proteínas (Al-Qadi et al. (2012); Berger et al. (2004); Nasti et al. (2009);
Xu y Du (2003)). Asimismo, es posible ajustar el tamaño de las nanopartículas
obtenidas mediante la modificación de los parámetros del proceso, por ejemplo
las concentraciones de quitosano y TPP, la relación de peso y volumen de la so-
lución quitosano/TPP, el valor de pH, entre otros (Dong et al., 2013).

1.2. Antecedentes y objetivo

El término nanotecnología se deriva de la palabra griega «nano», que sig-
nifica «enano», y se utiliza para definir los productos, procesos y propiedades
en la escala nano/micro que han resultado de la convergencia de las ciencias
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básicas, técnicas analíticas y metodologías de diversas disciplinas como la quí-
mica, física, ingeniería eléctrica, ciencia de los materiales y la biología molecular
(Kubik et al., 2005). La NNI por sus siglas en inglés National Nanotechnology
Initiative, define la nanotecnología como la investigación y el desarrollo a nive-
les atómico, molecular o macromolecular en el rango de 0.1 a 100 nanómetros,
para crear estructuras, dispositivos y sistemas con novedosas propiedades fun-
cionales. A esta escala, los científicos e ingenieros pueden manipular átomos
para crear materiales con propiedades mejoradas, tales como una mayor esta-
bilidad química, menor peso, mayor control del espectro de la luz, y una ma-
yor reactividad química que sus contrapartes de mayor escala (Webster (2005);
Wolfe et al. (2003)).

La nanomedicina es un subcampo de la nanotecnología, que se ha de-
finido como «el monitoreo, reparación, construcción y control de los sistemas
biológicos humanos a nivel molecular, utilizando nanodispositivos y nanoestruc-
turas de ingeniería»(Bawa, 2005). Actualmente, la nanomedicina comprende la
detección de partículas; sistemas de administración y transporte de fármacos;
y la nanofabricación de biomateriales con propiedades inusuales de resistencia,
dureza, fricción reducida y biocompatibilidad mejorada. Entre los proyectos que
se vislumbran para el futuro de la nanomedicina, se encuentra la creación de
nanomáquinas capaces de internarse en el cuerpo, para la reparación de lesio-
nes que implican la escala nano, tales como las cerebrales o cardiovasculares
(Morrow et al., 2007).

La Tabla 1.1 presenta los hitos históricos que han impulsado el estudio y
evolución de la nanotecnología en el ámbito farmaceútico.

Tabla 1.1: Hitos históricos en la evolución de la nanomedicina. Fuente: (Jain,
2012).

Año Acontecimientos

1905 Einstein publicó un documento en el que calcula el diámetro de una
molécula de azúcar como aproximadamente 1 nm.

1931 Max Knoll y Ernst Ruska construyen el primer microscopio electróni-
co, que permite obtener imágenes a nivel subnanomolar.

1959 El premio Novel de física Richard Phillips Feynman dio una confe-
rencia titulada «Hay mucho sitio al fondo», en la Reunión Anual de la
Sociedad Americana de Física. Donde, describió el principio de la ma-
nipulación de átomos individuales utilizando máquinas más grandes
para la fabricación de máquinas cada vez más pequeñas (Feynman,
1961).

1974 Inicio del desarrollo de la electrónica molecular de Aviram y Rattner
(Hush, 2003).
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Año Acontecimientos

1974 Norio Tanaguchi de Japón acuñó la palabra «nanotecnología».
1979 Se utilizan nanopartículas de oro coloidal como sondas de alta densi-

dad de electrones en la microscopía electrónica e inmunocitoquímica
(Batten y Hopkins, 1979).

1981 Se concibe la idea de diseñar máquinas moleculares análogas a las
enzimas y ribosomas (Drexler, 1981).

1984 La primera descripción el término dendrímero y el método de prepa-
ración de poli(amidoamina) dendrímeros (Tomalia et al., 1985).

1985 El descubrimiento de los fullerenos (fulerenos) de Robert Curl, Ri-
chard Smalley, y Harold Kroto, lo que dio lugar a la concesión del
Premio Nobel de Química 1996 (Bartlett, 1985).

1987 Orientación de nanopartículas recubiertas con anticuerpos monoclo-
nales para tratar el cáncer (Douglas et al., 1986).

1987 Publicación del libro visionario de la nanotecnología Engines of Crea-
tion (Eric, 1986).

1988 La maduración del campo de la química supramolecular relevante pa-
ra la nanotecnología: la construcción de moléculas artificiales que in-
teractúan entre sí dando lugar a la concesión del premio Nobel (Lehn,
1988).

1990 Los átomos visualizados por el microscopio de efecto túnel descu-
bierto en la década de 1980 en el IBM® Urich Laboratorio (Zürich,
Suiza), que dio lugar a la concesión de un premio Nobel (Eigler y
Schweizer, 1990).

1991 El descubrimiento de los nanotubos de carbono (Iijima et al., 1992).
1994 Administración de fármacos basada en nanopartículas (Kreuter,

1994).
1995 La FDA, por sus siglas en inglés Food and Drug Administration aprobó

el Doxil, una formulación liposomal de doxorubicina, como un agente
de quimioterapia intravenosa para el sarcoma de Kaposi. El fármaco
de tamaño nanométrico realizado por liposomas resulto ser menos
tóxico.

1997 Fundación de la primera empresa de nanotecnología molecular-
Zyvex Corporación.

1998 Por primera vez se usaron nanocristales como etiquetas biológicas, las
cuales mostraron ser superiores a los fluoróforos existentes (Bruchez
et al., 1998).

1998 Se utilizaron nanoesferas de ADN para la administración de genes
controlada (Truong-Le et al., 1998)

1998 El uso del término «nanomedicina» en las publicaciones (Freitas,
1998).
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Año Acontecimientos

2000 La FDA aprueba por primera vez un producto que incorpora la tecno-
logía de NanoCrystal® (Elan, King of Prussia, PA, EE.UU.), una for-
mulación de dosis sólida del inmunosupresor sirolimus-Rapamune®
(Wyeth).

2003 La Iniciativa Nacional de Nanotecnología es anunciada en los Estados
Unidos (Roco, 2003).

2003 El Senado de los Estados Unidos aprobó la Ley de Investigación y
Desarrollo de Nanotecnología, por lo que la Iniciativa Nacional de
Nanotecnología se posiciona como una entidad legal.

2005 La FDA aprobó Abraxane™, un taxano basado en la nanotecnología,
para el tratamiento de cáncer de mama. La forma de nanopartículas
del fármaco supera los problemas de insolubilidad encontradas con
paclitaxel y evita el uso de disolventes tóxicos.

Este trabajo forma parte de una línea de investigación cuya motivación
surgió del interés por desarrollar sistemas que encapsularán fármacos biológi-
cos para posteriormente ser suministrados en el sitio de interés de un modelo
biológico de manera controlada. El fármaco biológico que se utilizó en este
trabajo fue el factor de crecimiento TGFβ 3, el cual puede resultar útil en los
estudios destinados a promover la regeneración tisular de heridas. En la sec-
ción 2.3 se detalla más acerca de esta proteína. En particular, el objetivo del
presente trabajo es proporcionar una metodología que permita manufacturar y
caracterizar nanopartículas de quitosano cargadas con la proteína TGFβ3 para
el tratamiento de regeneración tisular. Al cargar en las nanopartículas el factor
de crecimiento, se busca retardar su bioactividad para la diferenciación de célu-
las madre así como favorecer un patrón de liberación sostenida. Para alcanzar
dicho objetivo, las nanopartículas son evaluadas mediante microscopía electró-
nica de barrido, microscopía electrónica de transmisión, microscopía de fuerza
atómica y espectroscopia de correlación de fotones. Además de las técnicas de
detección, cuantificación y caracterización estructural de la proteína TGFβ3.
Cabe mencionar que en la literatura no está reportado la encapsulación de di-
cha proteína bajo las condiciones aquí expuestas.

1.3. Estructura de capítulos

Además de este capítulo introductorio, esta tesis consta de otros seis ca-
pítulos, cuyos contenidos se describen brevemente:

El capítulo 2 introduce el proceso de obtención del quitosano y discute
brevemente las propiedades físicas y químicas de éste. Asimismo, descri-
be las características físicas intrínsecas de las nanopartículas. Por último
describe brevemente las características de la proteína TGFβ3.
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El capítulo 3 explica en qué consiste la técnica de gelificación iónica em-
pleada para la nanoencapsulación. Asimismo, menciona las ventajas y
desventajas de dicha técnica.

El capítulo 4 describe las bases teóricas de las técnicas de diagnóstico de
las nanopartículas tales como: microscopía electrónica de barrido y mi-
croscopía de fuerza atómica y dispersión dinámica de luz. Además expone
las técnicas de detección, cuantificación y caracterización estructural de
la proteína TGFβ3.

El capítulo 5 presenta el desarrollo experimental para la manufactura de
las nanopartículas de quitosano y carga de las mismas con la proteína
TGFβ3. Así como también el arreglo experimental configurado para eva-
luar la eficiencia de encapsulación y liberación de la proteína.

El capítulo 6 expone y discute los resultados obtenidos tanto en la eva-
luación de las nanopartículas de quitosano como en la caracterización del
sistema ensamblado.

El capítulo 7 finalmente destaca los puntos más relevantes del trabajo y
las conclusiones a las que éstos conducen.





Capítulo 2

Descripción del sistema

RESUMEN:
Este capítulo explica cada uno de los componentes que conforman el

nanosistema, así como las propiedades más relevantes de ellos. También
se discute brevemente la importancia de encapsular material biológico
con biopolímeros, en particular la proteína TGFβ 3 en nanopartículas de
quitosano.

2.1. Introducción

La historia del quitosano se remonta al siglo XIX, cuando Rouget (Do-
dane y Vilivalam, 1998) discutió acerca de los procedimientos para obtener el
quitosano a partir de la desacetilación de la quitina. En los últimos 20 años
los trabajos y estudio de este polímero han cobrado auge, principalmente por
su uso potencial en diversas aplicaciones. Recientemente, en la medicina re-
generativa se ha contemplado utilizar el quitosano, debido a que cuenta con
cualidades deseables para la regeneración y cicatrización tisular, tales como he-
mostasis, bacteriostasis, biocompatibilidad y propiedades de biodegradibilidad,
además de inhibir la fibroplasia en la cicatrización de heridas y promover el
crecimiento del tejido y la diferenciación en cultivo (Alsarra, 2009). Común-
mente se busca que los productos empleados para cubrir heridas emulen las
propiedades de la piel humana, tales como adherencia, elasticidad, durabili-
dad, oclusividad e impermeabilidad a las bacterias (Alsbjörn, 1984). Debido a
sus biocompatibilidad, capacidad de absorber los exudados y formar películas,
los productos de quitosano son idóneos para el tratamiento de heridas y que-
maduras (Quinn et al., 1985). Asimismo, puede utilizarse como vehículo para
suministrar de manera controlada factores de crecimiento que favorezcan el
mecanismo de cicatrización; una de las presentaciones prometedoras para es-
te fin son las nanoesferas, que son capaces de atravesar superficies biológicas,
logrando así potenciar su efecto terapéutico sobre la cicatrización de heridas.

9
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Al integrar dicho sistema, es posible prolongar el período de actividad de los
factores de crecimiento, ya que por si solos presentan problemas con la biodis-
ponibilidad sostenida en las heridas debido a su alta capacidad difusiva y corta
vida media; además de protegerlos de condiciones adversas. Las nanopartículas
de quitosano fueron preparadas por primera vez por Calvo et al. (1997a).

Por otro lado, pese a que los agentes antibacterianos ayudan a preve-
nir y tratar infecciones, además de curar heridas, no necesariamente participan
activamente en el proceso fisiológico de la cicatrización de heridas. De ahí la
importancia de complementar el efecto terapéutico de las nanopartículas de
quitosano incorporandoles factores de crecimiento, los cuales están implicados
en los procesos fisiológicos de división celular, migración, diferenciación, expre-
sión de proteínas y producción de enzimas; interviniendo así en la inflamación,
proliferación y fases migratorias de una herida en proceso de cicatrización (Dai
et al., 2011). Se ha reportado que existe una gran variedad de factores de creci-
miento que funcionan en el proceso de cicatrización de heridas, entre los cuales
se incluye el factor de crecimiento transformante beta (por sus siglas en in-
glés TGFβ , abreviatura de transforming growth factor beta) perteneciente a una
superfamilia de factores de crecimiento que incluye tres isoformas para TGFβ
(1,2,3) (Roberts y Sporn, 1988), cada uno de los cuales son altamente homó-
logos y a menudo intercambiables en una variedad de ensayos biológicos, no
obstante, están codificadas por genes distintos y tienen promotores únicos (Ro-
berts y Sporn, 1988) (Roberts y Sporn, 1990). En este trabajo se utiliza el factor
de crecimiento TGFβ 3.

A continuación en las secciones 2.2 y 2.3, se describe con mayor detalle
las partes que conforman el sistema de nanopartícula de quitosano - TGFβ .

2.2. Aspectos generales del quitosano

El quitosano es un polímero natural que se obtiene por desacetilación
de la quitina su polímero matriz, un polisacarido ampliamente distribuido en
la naturaleza. Anualmente, alrededor de 100 billones de toneladas de quitina
son sintetizadas por crustáceos, insectos, moluscos y hongos (Tharanathan y
Kittur, 2003). Teniendo en cuenta lo anterior, la quitina es el biopolímero más
abundante después de la celulosa, no obstante continúa siendo un producto
infraexplotado a nivel mundial a pesar de su amplia gama de aplicaciones po-
tenciales y habituales.

Debido a la mala solubilidad de la quitina en solución acuosa y en disol-
ventes orgánicos, es poco utilizado en aplicaciones prácticas, mientras que el
quitosano al ser una variante artificial de la quitina, modifica sustancialmente
sus propiedades resultando ser más adecuado en aplicaciones biológicas. Qui-
tosano es, de hecho, un nombre colectivo que representa a una familia de po-
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Figura 2.1: Estructura molecular del quitosano. Fuente: (Agrawal et al., 2010).

límeros de diferentes grados de desacetilación (DD) y peso molecular (Mw),
definidos en términos del porcentaje de grupos amino primarios en la cade-
na principal del polímero (Rinaudo, 2006). Comúnmente, la DD del quitosano
comercial está entre 70 y 95 %, y el Mw entre 10 y 1.000 kDa. El quitosano
es un polisacárido lineal con la fórmula química (C6H11O4N) que consiste en
un copolímero compuesto por dos tipos de unidades estructurales distribuidas
de manera aleatoria a lo largo de la cadena, la N-acetil-D-glucosamina y la
D-glucosamina, las cuales se encuentran unidas entre sí por enlaces del tipo
β(1 − 4) glicosídicos (Hoppe-Seiler, 1994) que produce una estructura rígida
no ramificada; las propiedades, biodegradabilidad, y el papel biológico de qui-
tosano dependen con frecuencia en las proporciones relativas de éstas unidades.

El quitosano es un polímero policatiónico que tiene un grupo amino y
dos grupos hidroxilo en el residuo hexosaminide de repetición (Agrawal et al.,
2010) (ver figura 2.1); esta composición hace que el quitosano sea hidrófi-
lo y débilmente básico (Wan et al., 2004). El nombre sistemático del quito-
sano, según la IUPAC por sus siglas en inglés: International Union of Pure and
Applied Chemistry, es 2-amino-2-desoxi-D-glucopiranosa (D-glucosamina) y 2-
acetamida-2-desoxi-D-glucopiranosa (N-acetil-D -glucosamina), donde los dos
tipos de unidades de repetición están unidos por enlaces glicosídicos β(1− 4)
(Roberts, 1992). Después del refinamiento, el quitosano tiene una estructura
cristalina rígida a través de enlaces de hidrógeno inter e intra-molecular (Dash
et al., 2011).

2.2.1. Metodología química para la obtención del quitosano

Existen diversas técnicas reportadas para extraer la quitina, la mayoría de
ellas, incluido el método industrial, se basan en procesos químicos para la hi-
drólisis de proteínas y la eliminación de la materia inorgánica. De manera muy
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general, la metodología química para la obtención del quitosano a partir del
tratamiento de la quitina puede dividirse en las siguientes etapas (de Sousa et
al., 2015): acondicionamiento de la materia prima (lavado y molienda); extrac-
ción de la proteína (desprotonización, tratamiento con disolución acuosa dilui-
da de hidróxido de sodio a 65-100◦C); eliminación de las impurezas inorgánicas
(desmineralización, con disoluciones ácidas diluidas a temperatura ambiente);
algunos incluyen la decoloración para mejorar el color de la quitina extraída,
mediante disolventes orgánicos o la oxidación química de los pigmentos restan-
tes; y finalmente la desacetilación termoquímica de la quitina, que conduce a
la obtención del quitosano, se lleva a cabo a través de métodos alcalinos (Syno-
wiecki y Al-Khateeb, 2003). El proceso de desacetilación es relativamente duro
y consiste en la eliminación de grupos acetilo de la cadena molecular quitina
por tratamiento con hidróxido de sodio (NaOH) concentrado en un período
prolongado de tiempo, dejando atrás grupos amino completos (NH2). El trata-
miento de la quitina con solución álcali sucede en concentraciones de 40-45%
(w/v) a 90-120◦C durante 4-5 horas (Dash et al., 2011). La versatilidad del
quitosano depende en gran medida del alto grado de reactividad química del
grupo amino(Alsarra et al., 2002). Cada una de estas etapas repercute en las
características del material final, tales como el grado de desacetilación, el peso
molecular y la distribución del peso molecular, así como la distribución de uni-
dades desacetiladas a lo largo de la cadena del polisacárido (Roberts (1997);
Anthonsen et al. (1993)).

En general, los procesos de obtención de quitosano consumen grandes
cantidades de agua y energía, que pueden dar lugar a desechos corrosivos. Es
por ello, que actualmente se investigan metodologías alternas con tratamien-
tos enzimáticos, no obstante aún no se consigue la eficiencia de los métodos
químicos, fundamentalmente en lo que respecta a la eliminación del material
inorgánico (Beaney et al., 2005).

2.2.2. Propiedades físico-químicas y biológicas del quitosano

Los grupos aminos en la estructura del biopolímero, lo convierte en un
polieléctrolito catiónico natural con un pKa de alrededor de 6,5. Asimismo, la
presencia de los grupos amino e hidroxilo, permite que el quitosano sea fá-
cilmente modificado químicamente (Krajewska, 2001). La apariencia física del
quitosano, es la de copos inodoros e incoloros (Sonia y Sharma, 2011). Los dos
parámetros estructurales más importantes que influyen en las propiedades del
quitosano son el DD y Mw. En conjunto ambos factores determinan las carac-
terísticas físicas, químicas y biológicas del biopolímero (Jiang et al., 2014), ver
Tabla 2.1.
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Tabla 2.1: Relación entre los parámetros estructurales y propiedades del quitosano.
Fuente: (Dash et al., 2011)

Propiedad Característica estructural a

Solubilidad ↑ DD
Cristalinidad ↓ DD
Biodegradabilidad ↓ DD,↓ Mw
Viscosidad ↑ DD
Biocompatibilidad ↑ DD

Biológica
Mucoadhesión ↑ DD,↑ Mw
Analgésico ↑ DD
Antimicrobiano ↑ DD
Incremento en los efectos de permeación ↑ DD
Antioxidante ↑ DD,↓ Mw
Hemostático ↑ DD

a ↑ - Directamente proporcional a la propiedad; ↓ - inversamente proporcional a la propiedad.

2.2.2.1. Propiedades físico-químicas

Las principales propiedades fisicoquímicas del quitosano son el grado de
desacetilación, peso molecular, solubilidad y viscosidad; todas ellas estrecha-
mente relacionadas.

Grado de desacetilación. El DD permite diferenciar el quitosano de la quitina e
indica el porcentaje de grupos amino primarios presentes en la cadena principal
del polímero. Las condiciones empleadas para la reacción durante la fabricación
de quitosano determina su DD y Mw (el quitosano comercial típico tiene un
DD de 66 a 95% y un peso molecular medio que oscila entre 3.800 y 20.000
Daltons).

Peso molecular. El Mw y su distribución intervienen en la funcionalidad del
quitosano, y determinan en gran medida la solubilidad y viscosidad del mismo
(Tsaih y Chen, 1999). Además, afecta la actividad que presente el quitosano
como espesante, antifúngico, vehículo de liberación, entre otras aplicaciones
(Agulló et al., 2004b). Altos Mw en el quitosano (aproximadamente 1.400 kDa)
demuestran mayor nivel de mucoadhesión a comparación con los de bajo Mw
(entre 500-800 kDa), debido a que el primero tiene un mayor nivel de viscosidad
(Sonia y Sharma, 2011).

Solubilidad. A diferencia de la quitina, el quitosano es fácilmente soluble en
soluciones ácidas diluidas a un pH menor de 6,0. La solubilización se produce
a través de la protonación de los grupos amino en la posición C-2 de los resi-
duos de D-glucosamino, por lo que el polisacárido se convierte en policatión
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en medios ácidos (Sonia y Sharma, 2011). La presencia de los grupos amino
indica que el pH altera sustancialmente la carga y propiedades del quitosano.
A bajo pH, estos aminos se protonan y cargan positivamente, haciendo que el
quitosano sea un polielectrolito catiónico soluble en agua. Mientras que, cuan-
do el pH aumenta por encima de 6,0, los aminos de quitosano se desprotonan
y el polímero pierde su carga, volviéndose insoluble. La transición de soluble
a insoluble se produce en su valor de pKa alrededor de pH entre 6 y 6,5, que
es un intervalo particularmente conveniente para aplicaciones biológicas (Yi et
al., 2005).

Viscosidad. La viscosidad de las soluciones obtenidas de quitosano, dependen
del DD, Mw, concentración, temperatura, pH, fuerza iónica y el solvente ácido
utilizado. En las soluciones de quitosano, la viscosidad aumenta con la concen-
tración del mismo, y disminuye con la temperatura y con el aumento de DD
(Dash et al., 2011). Esta propiedad también influye en las propiedades biológi-
cas, tales como cicatrización de heridas y mejora de la osteogénesis, así como
la biodegradación por la lisozima (Gérentes et al., 2002).

2.2.2.2. Propiedades biológicas

En cuanto a las propiedades biológicas del quitosano, podemos mencio-
nar su biodegradabilidad, biocompatibilidad, actividad antimicrobiana; entre
otros.

Biodegradable. En el cuerpo humano, el quitosano se puede biodegra-
dar por la lisozima y la enzima bacterina del colon (Jiang et al., 2014).
Diversos estudios han demostrado que la máxima tasa de degradación in
vitro se alcanza cuando el DD es de aproximadamente 50%, debido a que
existe una mayor hidroficidad (Freier et al. (2005); Kurita et al. (2000)).
Al aumentar dicho umbral (DD>50%) ocurre el efecto contrario, a cau-
sa del aumento de la cristalinidad y la reducción en el número de grupos
de N-acetilglucosamina. Quitosanos altamente desacetilados exhiben una
mínima degradación (Kurita et al., 2000). También el Mw juega un im-
portante papel en la degradación del biopolímero, ya que al mantener el
DD constante, los quitosanos con alto Mw se degradan más lentamente
que los de menor Mw (Zhang y Neau, 2001).

Biocompatible. En los últimos decenios se ha investigado acerca de la
biocompatibilidad del quitosano, empleando para ello diversos modelos
biológicos. Los resultados han demostrado que el DD del quitosano influye
sobre el comportamiento biológico del material tanto in vitro como in
vivo (Jiang et al., 2014). La evidencia sugiere que el quitosano con un
mayor DD tolera el crecimiento celular de mejor manera (Prasitsilp et al.,
2000) y produce menor reacción inflamatoria (Molinaro et al., 2002);
confiriéndole un carácter biocompatible al biopolímero.
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Actividad antimicrobiana. Los mecanismos exactos de la actividad an-
timicrobiana del quitosano aún no son claros; sin embargo los estudios
realizados, sugieren que dicha actividad depende de varios factores in-
trínsecos tales como la estructura molecular, el DD, y el Mw, y factores
extrínsecos, tales como especies de microorganismos y pH del medio am-
biente (Kong et al., 2010).

Internalización celular. En presentación de partículas, existe evidencia
de la capacidad de internalización celular del quitosano (Murugan et al.,
2015). Se ha demostrado que la absorción de nanopartículas de tama-
ños entre 110 hasta 390 nm es mayor que el de las microparticulas de
quitosano >1 µm.

2.2.3. Limitaciones

A continuación se mencionan algunas limitantes que presenta el quito-
sano en cuanto aplicaciones biológicas. A pH fisiológico de 7,4, el quitosano
tiene baja solubilidad, limitando su absorción en el sistema y su aplicación in
vivo(Bhattarai et al., 2010). Para superar este inconveniente del quitosano, al-
gunos investigadores desarrollan derivados de quitosano con mayor solubilidad
a pH fisiológico (Thanou et al., 2001). Otra limitación, se presenta cuando es
utilizado como sistema de liberación sostenida en medios acuosos, ya que éste
absorbe rápidamente agua del medio e induce la rápida liberación del fárma-
co encapsulado, debido a su hinchamiento (Park et al., 2010). No obstante, las
investigaciones por superar dichas limitaciones, continúan en pie.

2.3. Factor de crecimiento transformante beta 3

El factor de crecimiento transformante beta (TGFβ) es una proteína con
una amplia gama de efectos biológicos. Se codifica por el gen T GFβ3 localizado
en el cromosoma 14q24.3. Está proteína intervine en varios procesos celulares,
es una moléculas de señalización que regula la diferenciación y proliferación
celular hasta procesos fisiológicos complejos como la inflamación y la cicatriza-
ción de tejidos, incluyendo también a la formación del hueso, cartilago, entre
otros (Sosa y Macías, 2004). El TGFβ se libera a través de la degranulación pla-
quetaria y es secretada por todos los principales tipos de células que participan
en el proceso de reparación, incluyendo linfocitos, macrófagos, células endote-
liales, células de músculo liso, células epiteliales y fibroblastos (Clark, 2013).

El término factor de crecimiento transformante beta (TGFβ) pertenece a
una superfamilia que comprende más de 40 miembros agrupados en diferen-
tes subfamilias por similitud entre ellos. La subfamilia del TGFβ incluye cinco
isomorfas (Roberts y Sporn, 1990). Las tres primeras, TGFβ 1, TGFβ 2 y TGFβ
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3, son altamente homólogas entre sí y han sido identificadas en mamíferos, in-
cluyendo humanos, mientras que el TGFβ 4 se ha aislado en pollo y el TGFβ
5 en Xenopus1. Una característica singular de esta molécula es que su autoin-
ducción provoca la expresión sostenida en el sitio de la herida y extiende la
eficiencia tanto de la expresión inicial endógena de TGFβ liberada después de
la lesión, así como la exógena que puede ser aplicada a la herida para estimular
su reparación (Clark, 2013).

2.3.1. Funciones biológicas

Una de las funciones más ampliamente descritas es la capacidad del TGFβ
para mejorar y/o acelerar la reparación de tejidos, la cuál ha sido estudiada en
una extensa variedad de modelos animales. Las tres isoformas de mamífero
del TGFβ son habitualmente intercambiables in vitro o cuando se aplican exó-
genamente a una herida (Kane et al. (1991); Levine et al. (1993)). Estudios
inmunohistoquímicos han demostrado que cada una de las tres isoformas se
expresan en patrones únicos después de la herida. Aunque los tres isoformas
cuentan con propiedades biológicas similares, sus potencias relativas dependen
de la función que está siendo probada y del ensayo utilizado (Howles, 1997).
En lo que concierne a este estudio la isoforma que se usará es la TGFβ 3, a la
cual se le atribuye al menos dos funciones biológicas distintas e importantes:
(1) la formación de paladar secundario; (2) la curación de heridas sin cicatrices
durante las etapas embrionarias de mamíferos (Choi et al., 2015).

La función del TGFβ 3 como mediador potencial de la reducción de cica-
trices en la curación de heridas durante las etapas embrionarias de mamíferos,
se propuso al observar altos niveles de la misma en heridas embrionarias (Fer-
guson y O’Kane, 2004). Asimismo, se informó que la administración exógena
de TGFβ 3, en ratas adultas, reduce la formación de cicatrices en las heridas
cutáneas (Shah et al., 1995); esta actividad sugirió el potencial terapéutico del
TGFβ 3 como un agente anti-cicatrices. Los altos grados de homología del ligan-
do TGFβ 3 y sus receptores entre los seres humanos y otras especies animales
respaldan los resultados obtenidos a partir de estudios en animales in vivo, pa-
ra realizar ensayos clínicos destinados a establecer su eficiencia terapéutica en
seres humanos (Occleston et al., 2009).

2.3.2. Estructura química

La denominación común internacional (DCI), para la forma recombinante
humana del TGFβ 3 es «avotermina», que es una proteína homodimérica de 25
kDa, su secuencia genética es muy conservada a través de las especies (Occles-
ton et al., 2009). Hay seis láminas beta y tres alfa hélices en cada subunidad

1Xenopus es un género de ranas acuáticas que son nativas del sur de África (Wallingford et
al., 2010).
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de dímero (Cox, 1995). La subunidad forma una forma de mano con las hojas
beta creando el nudillo, el pulgar y los dedos de uno a cuatro. La palma de la
mano está formada por un núcleo de disulfuro que se crea a través de un nudo
de tres puentes disulfuro. Los puentes entre Cys 44 y Cys 109 y Cys 48 y Cys
111 crean un anillo lo suficientemente grande para permitir el paso del tercer
puente, Cys 15 y Cys 78. Dado que ambos dímeros comparten una homología
de secuencia alta, su plegado es idéntico. Los dímeros están unidos por un enla-
ce disulfuro entre la hoja beta central de cinco hilos en los dos residuos de Cys
77. Esta interacción es muy probablemente estabilizada por la hélice alfa de un
monómero y la hoja beta de otro (Cox, 1995).

Figura 2.2: Estructura tridimensional de la proteína TGFβ 3 formada por: (A)seis
láminas beta y tres hélices alfa; y (B) tres puentes de disulfuro. Fuente: (Cox,
1995).

El TGFβ 3 es altamente estable bajo condiciones ácidas; su actividad com-
pleta se conserva en ácido acético 1 M a 95◦C, y el método de extracción de áci-
do/etanol es una forma práctica para aislarlo de muchos tejidos. La presencia
de 18 residuos de media-cistina en cada molécula dimérica contribuye sin duda
a esta estabilidad (Sporn et al., 1986).
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2.3.3. Mecanismo de liberación

El TGFβ 3 típicamente se libera en la herida en forma de un gran com-
plejo latente a partir de los gránulos α de plaquetas, cuando se desgranulan por
exposición a trombina. Una vez activado, el TGFβ 3 atrae las células al sitio de
la herida mediante quimiotaxis y luego simula la formación de tejido de granu-
lación (Clark, 2013).

Al ser activado el TGFβ 3, los niveles de éste están estrictamente regula-
dos en el cuerpo, y cuando la proteína no se unen rápidamente se desnaturaliza
en complejos o es degradada y eliminada por el aclaramiento (Jen et al., 2002).
La vida media del TGFβ 3 activo es solamente de 2-3 minutos. Es por ello que se
busca la administración exógena sostenida del TGFβ 3 a través de reservorios
inactivos y protegidos para la liberación lenta del TGFβ 3 activo en sitios de
aplicación local.

2.4. Importancia de la nanoencapsulación de agentes
biológicos

A lo largo de los años diversas investigaciones en el área farmacéutica,
se han encaminado en optimizar los métodos convencionales de administración
de fármacos, teniendo como objetivo que la distribución y liberación del princi-
pio activo sea eficiente. Algunos de los avances que se han conseguido a través
de la micro y nano encapsulación de fármacos, es: (i) proteger el agente activo
contra la degradación, (ii) controlar la tasa de liberación del fármaco durante
periodos cortos o prolongados, además de (iii) facilitar la administración.

Los efectos de los tratamientos farmacológicos están fuertemente rela-
cionados con el «rango terapéutico», que se refiere al intervalo entre la concen-
tración mínima efectiva, por debajo de la cual no hay efectos terapéuticos, y la
concentración mínima que produce toxicidad, por encima de la cual se producen
efectos tóxicos secundarios. Uno de los retos en el área farmacéutica es opti-
mizar los efectos terapéuticos en los tratamientos farmacológicos, a través de
sistemas de administración que prolonguen la concentración del fármaco en el
sitio activo durante el rango terapéutico.

Al combinar cuidadosamente el atrapamiento físico de agentes bioactivos
con la conjugación química de otros factores bioactivos, los sistemas de sumi-
nistro inteligentes e innovadores, pueden ser diseñados para mantener la libe-
ración de los productos biológicos individuales o múltiples de una manera con-
trolada para la terapia espacio-temporal en la reparación de heridas, eficaz. La
elección adecuada del mecanismo de liberación es casi tan importante como la
selección del agente biológico apropiado, para permitir una liberación controla-
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da de manera adecuada y obtener la respuesta deseada. La entrega acertada del
agente biológico puede repercutir en la dosificación, así como la velocidad de
liberación y en última instancia, define un perfil de liberación farmaco-cinético
terapéuticamente eficaz (Lam et al., 2015).

Uno de los sistemas de liberación que resulta atractivo para la administra-
ción de fármacos, son las nanopartículas (NP), debido a su pequeña dimensión,
alta área de superficie en relación al volumen, alta eficiencia en la carga de fár-
maco, y capacidad de responder rápidamente a los estímulos ambientales tales
como la temperatura, pH, los campos magnéticos, o ultrasonidos (Santo et al.
(2013); Butoescu et al. (2009); Horisawa et al. (2002)). Entre las ventajas de
utilizar NPs como sistema de liberación, tenemos que éstas pueden ser incorpo-
radas a las células a través del mecanismo de endocitosis, lo que permite que el
fármaco encapsulado se acumule en el sitio de acción, aumentando así su con-
centración; además de que el área superficial de las NPs es excepcionalmente
alto en relación al volumen, aumentando su afinidad a los fármacos terapéuticos
y a los estímulos externos. Sin embargo, un área de superficie alta a la relación
de volumen también puede reducir la estabilidad del vehículo de suministro de
tamaño nanométrico, y la tendencia de ciertos NPs a agregarse en partículas a
microescala puede mitigar las ventajas de un sistema de NP (Santo et al., 2012).

Como se expuso en la sección 2.3, el TGFβ 3 es crucial en los estados de
reparación de lesiones. Por lo que la entrega exógena de esta proteína a tra-
vés de las NPs pude potenciar su acción terapéutica, además de protegerlo de
condiciones adversas que pudiese encontrar en el ambiente al que es expues-
to. En la literatura (Wang et al. (2010); Mierisch et al. (2002); Holland et al.
(2007); Guo et al. (2010b); Park et al. (2009); Guo et al. (2010a); Ansboro
et al. (2014)), se reporta el uso de sistemas de liberación para la entrega de
proteínas TGFβ ′s con resultados que indican que dichos sistemas son promete-
dores para aplicaciones locales de liberación sostenida activados por diversos
estímulos ambientales, además de incrementar su eficacia y reducir los efectos
secundarios.

2.4.1. Fundamentos de la nanopartículas

Para impulsar el desarrollo de las NPs como sistema de liberación de fár-
macos, es crucial entender las propiedades intrínsecas de las NPs que sean re-
levantes para su uso farmacéutico. Algunas de estas propiedades incluyen el
tamaño, área superficial, velocidad de sedimentación, propiedades magnéticas
y ópticas, además de la vía de administración (Ober y Gupta, 2011).
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Tabla 2.2: Tamaño típico de varios objetos a escala nanométrica. Fuente: (Ober y
Gupta, 2011)

Objeto Tamaño (nm)

Atómo de carbono 0,1
ADN de doble hélice (diámetro) 3
Ribosoma 10
Virus ≈ 100
Bacterias ≈ 1,000
Glóbulo rojo 5,000
Cabello humano (diámetro) 50,000
Resolución de los ojos humanos sin ayuda 100,000

2.4.1.1. Tamaño de la nanopartícula

La unidad básica en los procesos biológicos es la célula y las reacciones
bioquímicas dentro de ella. Con el desarrollo de la nanotecnología la interven-
ción de manera selectiva en los procesos celulares, es posible debido a que las
escalas de interacción son comparables. Para destacar que las NPs son de gran
utilidad a nivel celular, en la Tabla 2.2 se compara el tamaño de diversos siste-
mas biológicos en la escala nanométrica.

2.4.1.2. Área superficial de la nanopartícula

El tamaño de las NPs, les confiere propiedades interesantes,que vistas
desde la óptica farmacéutica resultan útiles en la administración de fármacos.
El número de moléculas presentes en la superficie de una partícula es inversa-
mente proporcional al tamaño de la partícula. Para una partícula esférica sólida
de diámetro d, el área superficial por unidad de masa, Sg , es (Ober y Gupta,
2011)

Sg =
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Al experimentar mayor área de contacto, las NPs se adhieren con mayor
fuerza debido a las interacciones del tipo van der Waals.

2.4.1.3. Suspensión y asentamiento de las nanopartículas

La fuerza gravitacional que experimenta una NP en comparación con una
micropartícula es menor, debido a la diferencia de tamaño, de modo que en una
suspensión líquida las NPs permanecen suspendidas durante más tiempo, mien-
tras que en el caso de las micropartículas, estas fácilmente precipitan en el fondo
del recipiente que las contiene (Ober y Gupta, 2011).

La resistencia al movimiento de las partículas en un fluido viscoso, se
puede calcular usando la ley de Stokes, que se expresa como

Fd = 3πvµd (2.3)

donde Fd es la fuerza de fricción, µ es la viscosidad dinámica y v es la velocidad
de flujo en relación al objeto.

A partir de la ley de Stokes es posible conocer la velocidad de sedimenta-
ción de las partículas, v, inmersas en un sistema, al considerar que al mantenerse
constante la velocidad de las partículas, la fuerza que hace caer la partícula y
la resistencia al movimiento dada por 2.3 se igualan, dando como resultado la
siguiente expresión.

v =
d2 g(ρs −ρ1)

18µ1
(2.4)

donde g es la aceleración que experimentan las partículas debido a la fuerza
gravitacional (9.8 m/seg a nivel del mar), ρ1 es la densidad de la solución lí-
quida (997 kg/m3 para agua a 25◦C) y µ1 su viscosidad (0.00089 Pa/seg para
el agua a 25◦C).

Otro de los factores involucrados en el proceso de sedimentación de las
partículas, es el movimiento Browniano de éstas. De acuerdo a la teoría de Eins-
tein, en la que el desplazamiento promedio, x, de una partícula al tiempo t, se
calcula, según la siguiente expresión

x =

√

√2kB T t
πµd

(2.5)
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Tabla 2.3: Comparación entre la velocidad de sedimentación y el movimiento brow-
niano de partículas a escala nanométrica. Fuente: (Ober y Gupta, 2011)

Tamaño de Velocidad de Movimiento
partícula sedimentación browniano
(nm) (nm/seg) (nm en 1 seg)

1 0,00043 54,250
10 0,043 17,155
100 4,30 5,425
1,000 430 1,716
10,000 43,005 543

donde kB es la constante de Boltzman (1,38 · 10−23J/K) y T es la temperatura
en Kelvin (Ober y Gupta, 2011). El movimiento browniano de una NP debido
a la fluctuación térmica es mucho mayor a la velocidad de sedimentación, ver
Tabla 2.3. Esto les confiere una propiedad particular, que indica que partícu-
las con tamaño inferior a los 1,000 nm, se mantienen suspendidas fácilmente
a pesar de la alta densidad sólida. Por el contrario, micropartículas de mayor
tamaño se asientan fácilmente en el fondo del recipiente que las contiene de-
bido a la fuerza gravitacional. El comportamiento de las NPs en suspensión, es
debido a que la fuerza gravitacional no es más fuerte que el movimiento térmi-
co aleatorio de las partículas. Sin embargo, la sedimentación de estos sistemas
puede ser inducido mediante centrifugación, en caso de ser necesaria para la
separación de partículas. La velocidad de las partículas bajo centrifugación , se
calcula como:

v =
πxd2(ρs −ρl)

µ

� rpm
60

�2
(2.6)

Debido al tamaño de las nanopartículas y al control de las propiedades
superficiales, estas partículas pueden tener acceso profundo al cuerpo humano
logrando una mayor localización del fármaco en el tejido diana. Lo expuesto
anteriormente ha motivado el estudio del nanositema de esta Tesis, que tal pa-
rece es un sistema prometedor para ser aplicado en la regeneración celular de
heridas y/o quemaduras.



Capítulo 3

Obtención de nanopartículas

RESUMEN: Este capítulo se centra en el proceso de obtención de NPs de
quitosano mediante la técnica de reticulación iónica, dando detalles de
en qué consiste la técnica y qué factores influyen en la síntesis de las NPs.
Asimismo, menciona las ventajas y desventajas de dicha técnica.

3.1. Introducción

Como se mencionó en el Capítulo 2, el quitosano (CS) es un polisacárido
natural que resulta atractivo para el desarrollo de sistemas de administración
de fármacos por sus características biodegradables y biocompatibles, además de
su carácter catiónico. Sin embargo, el CS es una base débil, soluble en solución
ácida acuosa diluida (pH<6.5) (Kunjachan et al., 2014), lo que limita su apli-
cación como sistema de liberación. Para superar esta desventaja, es necesario
utilizar agentes entrecruzantes que permitan reducir la solubilidad del CS en
agua y disolventes orgánicos, además de aumentar su resistencia a la degrada-
ción química o biológica y mantener la estabilidad de la matriz para controlar la
liberación del principio activo. Por otro lado es necesario que los agentes utiliza-
dos para el entrecruzmiento/reticulación de los sistemas de administración de
fármacos basados en CS no induzcan toxicidad de los reactivos u otros efectos
indeseables. Recientemente se ha propuesto aplicar la técnica de reticulación fí-
sica reversible por interacción electrostática en la preparación de formulaciones
(Ilium (1998); Dumitriu y Chornet (1998)). La formación de complejos entre
las macromoléculas de carga opuesta para preparar microesferas de CS ha atraí-
do mucha atención debido a que el proceso es muy simple y suave (Polk et al.
(1994); Liu et al. (1997)). El tripolifosfato (TPP) es un polianión, que puede
interactuar con el catiónico CS por fuerzas electrostáticas (Kawashima et al.
(1985); Y. Kawashima (1985)), y formar un gel a un pH inferior (Kas, 1997).
Después de que Bodmeier et al. (1989) informó de la preparación del complejo
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de TPP-CS dejando caer gotas de CS en una solución de TPP, muchos investi-
gadores han explorado su potencial uso farmacéutico (Shiraishi et al. (1993);
Sezer y AkbuÇ§a (1995); Aydin y AkbuÇ§a (1996); Calvo et al. (1997b); Calvo
et al. (1997a); Shu y Zhu (2000)). En el método de reticulación iónica, CS se
disuelve en solución ácida acuosa para obtener el catión de CS. A continuación
se añade esta solución gota a gota con agitación constante a la disolución del
polianiónico TPP. Debido a la formación de complejos entre las especies de car-
ga opuesta, CS se somete a gelificación iónica y precipita para formar partículas
esféricas.

En las secciones 3.2 y 3.3 se explica en que consiste la técnica de reticu-
lación iónica empleada para la nanoencapsulación, así como los factores invo-
lucrados en ella, respectivamente. En la sección 3.4 se exponen las ventajas y
desventajas de dicha técnica.

3.2. Nanopartículas reticuladas iónicamente

La reticulación física reversible consiste en interacciones electrostáticas.
El CS al ser un polisacárido catiónico con pH neutro o básico, contiene grupos
amino libres que le confieren un carácter hidrofóbico. Sin embargo, al introdu-
cirlo en soluciones de pH ácido, tales como el ácido acético, los grupos amino
se someten a protonación, convirtiéndose el CS en un polielectrólito catiónico
soluble. Dicha naturaleza catiónica le permite formar nanoesferas usadas pa-
ra la administración controlada de fármacos, a través de las redes que el CS
construye al reticularse iónicamente en presencia de entidades cargadas nega-
tivamente, mediante puentes iónicos entre las cadenas poliméricas de CS con
carga positiva.

3.2.1. Interacciones involucradas en la reticulación iónica

Las interacciones iónicas entre las cargas negativas del agente de reticu-
lación y los grupos amino cargados positivamente del CS son las principales
interacciones dentro de la red, y su naturaleza depende del tipo de agente de
reticulación. Sin embargo, existen otros grupos que conforman la cadena de
CS, tales como los grupos hidroxilo que también pueden interactuar con el re-
ticulante iónico (Mi et al., 1997). Asimismo, en el interior de la red es posible
que sucedan otro tipo de interacciones debido a la reducción de la repulsión
electrostática tras la neutralización del CS por el agente de reticulación (Brack
et al. (1997);Shu et al. (2001); Ruel-Gariepy et al. (2000)), tales como puentes
de hidrógeno intercatenarios e interacciones hidrófobas por una disminución
de la DD de CS (Ruel-Gariepy et al., 2000).
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3.2.2. Principios de la formación

La reticulación iónica requiere multivalentes contra-iones como reticu-
lantes para formar puentes entre las cadenas poliméricas, tales como TPP (Mi
et al., 1999b). El método convencional de la reticulación iónica consiste en di-
solver el CS en solución ácida, que cuaterniza sus grupos amino haciéndolo
soluble, para posteriormente adicionarle el agente de reticulación, ya sea solu-
bilizado (Ruel-Gariepy et al., 2000) o dispersado (Brack et al. (1997); Draget
et al. (1992)) , a la solución de CS (ver figura 3.1). Este es un procedimiento
simple y suave, que permite la formación de un hidrogel homogéneo por una
reacción de reticulación al azar (Draget et al., 1992).

Figura 3.1: Representación esquemática del método de reticulación iónica para la
formación de nanopartículas de CS/TPP. Fuente: (Grenha, 2012).

Entre las propiedades que caracterizan un higrogel iónicamente reticula-
do de CS, se encuentran la resistencia mecánica, el hinchamiento y la liberación
del fármaco (Remunan-Lopez y Bodmeier, 1997), que se ven fuertemente in-
fluenciadas por la densidad de reticulación. Durante la reacción de reticulación
intervienen los siguientes factores: el tamaño del agente de reticulación y las
cargas globales del CS y agente de reticulación. A menor tamaño molecular del
agente reticulante es más sencilla su difusión en el medio (Mi et al., 1999a), de
modo que la reacción de reticulación en la que actúa se agiliza. Al utilizar molé-
culas aniónicas con alta densidad de carga como agente reticulante, por ejemplo
el TPP, la densidad de carga global está en función de su valor de pKa, así como
también del valor de pH de la solución resultante tras suceder la reacción de
dicha molécula con el CS (Mi et al. (1999b); Shu et al. (2001); Kubota y Kiku-
chi (1992)), para él cual el pKa global es de aproximadamente 6,5 (Lee et al.,
1999). La interacción entre ambos electrólitos, se favorece cuando la densidad
de carga global es suficientemente alta. Esto significa que durante la reacción de
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reticulación el valor de pH es similar al valor del pKa del CS y el agente de reti-
culación (Berger et al., 2004). Cabe destacar que, si el pH es demasiado alto, las
cargas positivas del CS se neutralizan y el sistema no es reticulado iónicamente
pero sufre una inversión de la fase de coacervación, ya que el CS precipita (Mi
et al., 1999a). Con el fin de evitar la precipitación de CS, la solución no debe
tener un valor de pH superior a 6. Sin embargo, debe tomarse en cuenta que el
pH ácido puede disminuir la biocompatibilidad del sistema (Berger et al., 2004).

Además del tamaño del agente de reticulación y las densidades de carga
global de los electrólitos, la densidad de reticulación está en función de otros
parámetros, tales como: la concentración del agente de reticulación (Brack et
al. (1997); Shu y Zhu (2002a); Dureja et al. (2001)); el Mw (Brack et al., 1997),
DD (Ruel-Gariepy et al., 2000) y la concentración de CS (Brack et al. (1997);
Sezer y AkbuÇ§a (1995); Dureja et al. (2001)); y la duración de la reacción (Mi
et al. (1997); Shu y Zhu (2000); Dureja et al. (2001)).

3.3. Factores que influyen en la síntesis de nanopartí-
culas de CS

A continuación se describe cómo ciertos factores influyen en las caracte-
rísticas físico-químicas de las NPs reticuladas iónicamente.

3.3.1. Concentración de solución de CS y TPP

Las concentraciones de ambos componentes afectan el proceso de sín-
tesis y características fisicoquímicas de las NPs de CS. Como ya se mencionó
en la sección 3.2, en condiciones ácidas los grupos amino del CS se protonan
provocando una fuerte repulsión electrostática entre las moléculas del mismo,
que las mantiene separadas y evita su aglomeración (Mi et al. (1999a); Shu y
Zhu (2002b)). En cambio, los enlaces de hidrógeno intermoleculares entre los
grupos amino e hidroxilo de las cadenas del CS tienden a juntarlas. De ahí que
ambas interacciones influyan en el tamaño de las NPs de CS durante el proce-
so de síntesis (Qun y Ajun, 2006). De lo anterior se infiere que si la repulsión
electrostática entre las moléculas de CS es dominante, el tamaño de las nano-
particulas se reduce; mientras que si el enlace de hidrógeno entre cadenas es el
que predomina, el tamaño aumenta.

Diversos grupos de investigación han concluido que existen ciertos ran-
gos de concentraciones (2,0-1,5 mg/ml y 1,0-0,5 mg/ml) de CS y TPP, capaces
de sintetizar partículas a nanoescala (Calvo et al. (1997a); Gan et al. (2005);
Jaiswal et al. (2012); Saharan et al. (2015); Kashyap et al. (2015)). En el caso
del CS, al aumentar su concentración por encima del valor crítico, la interacción
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de enlace de hidrógeno se hace más fuerte y las moléculas de CS abundantes se
mezclan en la reticulación haciendo que el tamaño de la partícula sea mayor.
A su vez, al aumentar la concentración de TPP, éste ocupa la mayoría de los
grupos amino, causando la disminución del potencial zeta, que a su vez afecta
la estabilidad de las NPs, ya que al reducirse la repulsión electrostática entre
las partículas de CS, las partículas comienzan a agregarse, sintetizándose partí-
culas de mayor tamaño durante la reacción de reticulación. Es por esto que las
concentraciones de CS y TPP juegan un papel crucial en la síntesis de NPs.

3.3.2. Relación de masa de CS a TPP

Los investigadores han observado que a partir de cierto volumen de TPP,
durante la reacción de reticulación, las estructuras entrecruzadas comienzan
a formarse. Conforme aumenta el volumen de TPP en la solución, el tamaño
de partícula se reduce debido a la mayor densidad de reticulación entre CS y
TPP y la solución se vuelve opalescente. A medida que el volumen de TPP sigue
aumentando, las moléculas de CS se someten a una reticulación completa y el
exceso de TPP provoca que más moléculas de CS participen en la formación de
una sola partícula, dando como resultado una partícula de mayor tamaño. Si el
volumen de TPP continúa aumentando en la mezcla de reticulación la repulsión
electrostática entre las moléculas de CS disminuye debido a la neutralización
de grupos amino por TPP, afectando la estabilidad de las partículas durante
la agitación, lo que conduce a su precipitación. Hasta el momento no se ha
reportado una relación de masa estandarizada para optimizar la síntesis de NPs
de CS, debido a que factores tales como el Mw y el DD del CS también influyen
para definir dicho parámetro. Sin embargo, en la mayoría de los experimentos
en los que se ha reportado la obtención de NPs de CS usando TPP como agente
reticulante, la proporción de masa de CS y TPP se mantuvo en el intervalo de
2,5:1 a 5:1 (Fan et al. (2012); Saharan et al. (2015), Kashyap et al. (2015)).

3.3.3. Concentración de ácido acético

El ácido acético esencialmente se utiliza para disolver el CS en agua, no
obstante su concentración en la solución influye en las interacciones entre el CS
y el TPP durante el proceso de reticulación. Como ya se discutió en la sección
3.2.2 al agregar el ácido acético a la solución de CS, aumenta en ella la concen-
tración de iones H+, convirtiéndola en una solución altamente protonada; que
al ser reticulada con el TPP, precipita para formar partículas. En consecuencia la
concentración del ácido acético juega un papel importante durante el proceso
de reticulación. Investigaciones como la reportada por Fan et al. (2012), expli-
can que a bajas concentraciones de ácido acético (0,1 mg/ml) se dispone de un
menor número de iones H+ para la protonación de grupos amino, por lo que
existe un número insuficiente de sitios de interacción para el TPP, de ahí que la
reticulación sea no uniforme para obtener NPs monodispersas. Por otro lado, al
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preparar NPs con una alta concentración de ácido acético (0,8 mg/ml), indirec-
tamente se provoca un aumento de contraiones (CH3COO−) que protegen los
puntos de reticulación a los que se puede acceder mediante el TPP; además de
causar un efecto de blindaje que disminuye la repulsión electrostática entre las
partículas, así como también la capa de hidratación superficial de las mismas,
que facilita la agregación de partículas, y da como resultado una distribución
de tamaños más amplia. De lo antes expuesto se infiere que para obtener una
distribución de tamaño de partícula unimodal y estrecha, la concentración de
ácido acético no debe ser ni demasiado elevada ni demasiado baja; sino una
concentración intermedia que permita mejorar el grado de protonación y au-
mentar su capacidad potencial del CS para formar enlaces cruzados con el TPP.

3.3.4. pH de la solución de CS

Las redes formadas por reticulación iónica de CS contienen grupos ioni-
zables, que exhiben hinchamiento sensible al pH y liberación del fármaco por
difusión (Ruel-Gariepy et al. (2000); Sezer y AkbuÇ§a (1995); Remunan-Lopez
y Bodmeier (1997)) a través de su estructura porosa (Ruel-Gariepy et al. (2000);
Draget et al. (1992); Risbud et al. (2001)). Las interacciones iónicas entre ca-
denas de CS, que dependen de la densidad de reticulación establecido durante
la formación de la red (Mi et al. (1999b); Mi et al. (1997); Sezer y AkbuÇ§a
(1995)), son las principales promotoras del proceso de hinchamiento. El incre-
mento de la densidad de reticulación induce la reducción del hinchamiento y la
sensibilidad al pH, mejorando la estabilidad del la red (Mi et al. (1999b); y Mi
et al. (1999a)); mientras que la liberación del fármaco disminuye. No obstante,
en condiciones externas, los hidrogeles iónicamente reticulados también se ven
modificados por el pH del medio de aplicación (Mi et al. (1999b); Shu et al.
(2001); y Vazquez et al. (1995)).

Al disminuir el pH, la densidad de carga del agente de reticulación y por
tanto la densidad de reticulación disminuyen, favoreciendo el hinchamiento,
debido a la repulsión de los grupos amino libres protonados del CS. Al ser dema-
siado grande la disminución del pH, puede ocurrir la disociación de los enlaces
iónicos y disolución de la red (Shu et al. (2001); Mi et al. (1999a)), provocando
la rápida liberación del fármaco (Liu et al., 1997).

Si el pH aumenta, disminuye la protonación del CS e induce una dismi-
nución de la densidad de reticulación, lo que permite el hinchamiento debido
a que aumenta la separación entre las cadenas del CS. A medida que el pH del
medio aumenta, los grupos amino del CS se neutralizan y la reticulación ióni-
ca se inhibe (Draget et al., 1992); ya que la separación entre cadenas también
aumenta, reduciendo así la interacción entre ellas, hasta provocar la liberación
del agente de reticulación iónica (Mi et al. (1997); Draget et al. (1992)) . La
variación del pH también influye en el potencial zeta de las NPs, reduciéndose



3.3. Factores que influyen en la síntesis de nanopartículas de CS 29

gradualmente a medida que aumenta el pH de la mezcla de reacción.

Según las investigaciones realizadas por Fan et al. (2012), un pH de al-
rededor de 4.5 y 5.5 es ideal para obtener un menor tamaño de partículas con
potencial zeta positivo neto.

3.3.5. Temperatura ambiente durante el proceso de reticulación

La temperatura de la reacción de reticulación también juega un papel im-
portante en la modificación de la monodispersidad y el tamaño de las partículas.
A baja temperatura (0-4ºC) se obtienen NPs de menor talla que las fabricadas
a mayores temperaturas (16-25ºC), y la distribución de tamaños es unimodal
estrecha (Fan et al., 2012).

Durante el proceso de síntesis, la flexibilidad, la rigidez y la capa de hi-
dratación unida a hidrógeno en las moléculas del CS son influenciadas directa-
mente por la temperatura (Chen y Tsaih (1998); Colic et al. (1998)). A medida
que la temperatura de la solución de CS disminuye, el volumen específico de
la molécula de CS aumenta y la flexibilidad de su cadena disminuye; por otro
lado al disminuir la temperatura de la suspensión de CS/TPP rápidamente au-
mentan las interacciones por puente de hidrógeno entre los grupos polares del
CS y las moléculas de agua, dando lugar a que las NPs se rodeen con una ca-
pa de hidratación inmediatamente después de su formación, reduciendo así la
probabilidad de colisión directa entre ellas, y por tanto la agregación, durante
el proceso de agitación. Asimismo, la baja temperatura ambiente favorece la
estabilización gradual de la estructura de las NPs, al ser más alta la rigidez del

3.3.6. Velocidad de agitación

Durante el proceso de reticulación es importante evitar la agregación de
las partículas, además de lograr una distribución de tamaños estrecha. Esto se
puede conseguir al agitar constantemente la solución durante las interacciones
iónicas entre los grupos amino del CS y el TPP, debido a que la agitación impide
que el exceso de CS y TPP participen en la reticulación y también previene la
reticulación intermolecular. No obstante, si la energía mecánica asociada con la
velocidad de agitación de la reacción excede la energía de repulsión electrostá-
tica entre las cargas superficiales positivas de las partículas, eventualmente se
desencadenan fenómenos de agregación que inducen la síntesis de partículas
de mayor tamaño (Fàbregas et al., 2013).
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3.4. Ventajas y desventajas de las nanopartículas reti-
culadas iónicamente

La formación de partículas reticuladas iónicamente es ventajosa porque
el proceso es relativamente simple, suave y no requiere altas temperaturas, ni el
uso de disolventes orgánicos, evitando así el problema de la eliminación de resi-
duos antes de su administración a organismos vivos (Dash et al., 2011), además
de posibilitar la encapsulación exitosa de moléculas lábiles, como las proteínas
(Berger et al. (2004); Nasti et al. (2009)).

Sin embargo, entre sus principales desventajas son la posible falta de esta-
bilidad mecánica y el riesgo de disolución del sistema, debido a una inflamación
muy sensible al pH, además de la agregación/fusión de partículas inmediata-
mente después de la preparación o por una estabilidad física/química limitada
cuando las suspensiones de NPs se almacenan durante un período de tiempo
prolongado.

Este trabajo revisa solamente el método de reticulación iónica para la
síntesis de NPs de CS, sin embargo se han desarrollado diversos métodos para
la síntesis de NPs basadas en CS. A continuación en la tabla 3.1 se mencionan
algunos de ellos incluidas sus ventajas y desventajas.
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Tabla 3.1: Síntesis de nanopartículas basadas en quitosano: ventajas y desventajas.
Fuente: Agnihotri et al. (2004) y Kashyap et al. (2015)

Método Ventajas Desventajas

Reticulación en
emulsión

1. Fácil control de tamaño de
partícula

1. Necesidad de eliminar el aceite y el
surfactante

2. Buena eficiencia de carga
2. El reticulante puede reaccionar con el
ingrediente activo

3. Buena estabilidad de los
nanomateriales

3. La purificación de nanopartículas es un
proceso tedioso

Emulsión de gota
método coalescencia

1. Mayor eficiencia de
encapsulación

1. Debido a la ausencia de nanopartículas
de reticulación, la estabilidad disminuye

2. No hay reactividad del
reticulante con el ingrediente
activo

3. El exceso de álcali induce más
precipitación y conduce a un mayor
tamaño de partícula

Método de miscelas
inversas

1. Nanopartículas estables,
pequeñas y monodispersadas
con índice de polidispersidad
adecuado

1. Procedimiento engorroso
2. Posibilidad de efecto secundario de los
componentes de la reacción (disolvente,
surfactante, etc.)

Método de tamizado
1. Procedimiento muy sencillo
y rápido

1. Necesita tamiz especializado con tamaño
particular para el tamaño deseable de
nanopartículas

Método de secado
por pulverización

1. Mecanizado para la
producción en masa

1. El tamaño de las nanopartículas
depende del tamaño de la boquilla, el
caudal y la temperatura del aire

2. El componente sensible a la temperatura
no puede ser encapsulado





Capítulo 4

Fundamentos teóricos de las
técnicas de caracterización

RESUMEN: Este capítulo describe las técnicas utilizadas para caracterizar
el sistema de las NPs de CS-TGFβ 3, así como su importancia.

4.1. Introducción

La caracterización es crucial para establecer una comprensión y un con-
trol sobre la síntesis de NPs y sus posibles aplicaciones. Una gran variedad de
técnicas se utiliza con varias funciones diferentes, todas con diversos beneficios
e inconvenientes. Es importante que durante el desarrollo de la investigación se
entienda el uso potencial y apropiado de los instrumentos y técnicas utilizados
para analizar las NPs y sus propiedades. Las técnicas más comunes incluyen,
pero no se limitan a, microscopía electrónica de barrido (SEM), microscopía
electrónica de transmisión (TEM), microscopía de fuerza atómica (AFM), dis-
persión dinámica de luz (DLS), potencial zeta. Las aplicaciones de estas técnicas
para los nanomateriales serán revisadas y descritas en las siguientes secciones,
al igual que las técnicas orientadas al análisis de la proteína TGFβ 3, tales como:
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), dicroísmo circular (DC) y
espectrometría de fluorescencia.

4.2. Técnicas para la caracterización física de las nano-
partículas

4.2.1. Microscopía electrónica de barrido (SEM)

Un microscopio electrónico de barrido ó SEM por sus siglas en inglés
Scanning Electron Microscope, utiliza haces focalizados de electrones en lugar

33
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de fotones, para magnificar un objeto. Esta característica le confiere una alta
resolución en las imágenes tridimensionales obtenidas, ofreciendo información
topográfica, morfológica y de composición de diversos materiales. La resolución
con una muestra ideal es alrededor de 5 nm, longitud correspondiente al diá-
metro del haz de electrones.

El haz de electrones en los equipos SEM proviene de un filamento que
funciona como un cátodo y puede ser de distintos materiales. El más común
de ellos es tungsteno y tiene forma de anillo. A dicho cátodo se le aplica un
potencial eléctrico que, provoca su calentamiento y acelera el haz de electrones
hacia una columna en dirección al ánodo, que es positivo respecto al filamento,
y constituye una poderosa fuente de atracción. El haz de electrones es enfocado
mediante un sistema de lentes y es desviado por un campo magnético; ambos
procesos necesarios para la incidencia sobre la muestra. Al conjunto constituido
por la fuente de electrones y el sistema de enfoque, comúnmente se le llama «la
columna» ya que éste se encuentra normalmente en un tubo vertical.

Cuando un sistema SEM está en funcionamiento, la columna debe ser so-
metida a vacío. Esta condición es debido a que; si la muestra se encuentra en un
medio con gas, el haz de electrones no podrá ser generado. Además, la presencia
de gases podría provocar una reacción con la fuente de electrones, quemándola
o provocar ionización en el haz, lo que produciría descargas e inestabilidades
en el haz. Una vez que los electrones incidentes interaccionan con la superficie
de la muestra, los electrones energéticos de ésta se liberan. Los patrones de dis-
persión hechos por la interacción produce información sobre el tamaño, forma,
textura y la composición de la muestra. Una variedad de detectores se utilizan
para atraer a diferentes tipos de electrones dispersados, incluyendo electrones
secundarios y retrodispersados, así como los rayos X.

4.2.2. Microscopía de fuerza atómica (AFM)

Esta técnica pertenece a la familia de la microscopía de sonda escaneada, y
permite obtener imágenes de partículas individuales y grupales en tres dimen-
siones. La AFM fue inventada por Binnig et al. (1986). Entre las aplicaciones
más comunes de un AFM se encuentra la evaluación de propiedades físicas, co-
mo la morfología y la textura de la superficie, junto con información de tamaño,
tales como longitud, ancho y altura (Vesenka et al., 1993). Para analizar estas
propiedades, un AFM, cuenta con una punta de sonda mecánica, un piezoeléc-
trico, que facilita realizar pequeños desplazamientos, con una resolución en el
orden de un nanométro. Los componentes básicos de un AFM son el voladizo
basado en silicio y la sonda unida, la base de exploración controlada electróni-
camente y el sistema de deflexión óptica que consiste en un diodo láser y un
fotodetector (Hinterdorfer y Dufrêne, 2006)
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La teoría detrás de la imagen de AFM se basa en la ley de Hooke, que indi-
ca que la extensión de un resorte está en proporción directa a la carga agregada
a ella (Burgess, 2012). En el caso de un AFM, el voladizo es el resorte y los
cambios en la carga del resorte se traducen en cambios en la topografía super-
ficial. Muchas fuerzas se pueden medir vía AFM incluyendo mecánico, van der
Waals y electrostático, la medición de éstas fuerzas se hace a través de la punta
cuando ésta es empujada hacia la muestra o retraída de ella en la dirección z,
la medición de esta fuerza es con una sensibilidad de piconewtons. La fuerza
es controlada midiendo la deflexión (flexión vertical) del voladizo durante el
escaneo de una muestra, y habitualmente se monitorea mediante un haz láser
enfocado en el extremo libre del voladizo y reflejado en una matriz de fotodio-
dos, que permite recolectar un conjunto de datos para ser convertidos en una
imagen (Hinterdorfer y Dufrêne, 2006).

El AFM es un instrumento versátil, ya que no requiere una corriente entre
la superficie de la muestra y la punta, lo que permite el examen y el movimiento
en regiones potenciales de una muestra (Merkus, 2009). Para el estudio de las
NPs utilizando está técnica, se requiere que estas últimas se depositen como
suspensión evaporada sobre la superficie lisa de un soporte de silicio o mica
(Montasser et al., 2002).

4.2.3. Dispersión dinámica de la luz (DLS)

La técnica de DLS comúnmente se utiliza para medir el tamaño de las
partículas en suspensión. La teoría que respalda está técnica se basa en que a
escala nanométrica las partículas se rigen por el movimiento browniano causa-
do por la colisión de moléculas disolventes, siendo insignificante la contribución
de las fuerzas electromagnéticas y gravitatorias (Saharan y Pal, 2016). Como ya
se mencionó en la sección 2.4.1.3, el movimiento browniano está influenciado
por el tamaño de las partículas, la viscosidad y la temperatura. La técnica DLS
se centra en medir el tamaño de partícula a través de los cambios aleatorios en
la intensidad de la luz, resultado de la interferencia que causa el movimiento
browniano del gran número de partículas presentes en la muestra. El tamaño
medio medido por el DLS es el diámetro hidrodinámico. El diámetro hidrodi-
námico es el diámetro de la partícula junto con la capa de moléculas de agua o
iones o componentes de los medios en la superficie (Saharan y Pal, 2016).

El principio de DLS se basa en incidir una fuente de luz sobre la suspen-
sión que se encuentra contenida en una celda, mediante de un haz láser (Karas
y Hillenkamp, 1988). El haz láser al alcanzar las numerosas partículas que hay
en la suspensión, se dispersa en todas direcciones (dispersión de Rayleigh),
la intensidad de dispersión fluctúa con el tiempo. Esta fluctuación se debe al
movimiento browniano que las partículas experimentan en suspensión. El haz
dispersado a continuación, se recoge con un detector, ya sea en un ángulo de
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90° o 173° (Mishra, 2013). La señal se analiza en términos de una función de
autocorrelación, ya que los datos entrantes se procesan en tiempo real (Merkus,
2009). La tasa de fluctuación de la intensidad es inversamente proporcional al
coeficiente de difusión traslacional (D) de las partículas, que puede convertirse
en tamaño de partícula utilizando la ecuación Stokes-Einstein, que se obtiene a
partir de las ecuaciones 2.3 y 2.5.

dh =
kB T

3πµD
(4.1)

donde dh es el diámetro hidrodinámico, T es la temperatura absoluta, kB es la
constante de Boltzmann, µ es el coeficiente de viscosidad y D es el coeficiente
de difusión.

Al analizar por DLS la NPs de CS hay que tomar en cuenta que este tiene
grupos amino que proporcionan una carga neta positiva y que dicha naturaleza
catiónica le da la posibilidad de interactuar con componentes aniónicos presen-
tes en el medio circundante. Estas interacciones (Saharan y Pal, 2016). Estas
interacciones afectan su difusión en el medio y por consiguiente el módulo de
diámetro hidrodinámico. La distribución de tamaños de las partículas se evalúa
mediante el valor del índice de polidispersidad o PDI por sus siglas en inglés
polydispersity index. Su rango de valores va de 0 a 1, el valor 1 significa partícu-
las altamente polidispersadas y menos de 1 indica partículas monodispersadas
(Saharan y Pal, 2016). Las NPs de CS muestran variabilidad en los valores de
PDI en diferentes experimentos debido a diferentes relaciones de masa y con-
centraciones de CS y TPP durante la preparación de las partículas.

4.2.4. Potencial zeta

Con este parámetro se puede evaluar la diferencia de potencial entre el
medio de dispersión y la capa estacionaria de fluido unida a la partícula dis-
persada. Asimismo el potencial zeta es un indicador de la estabilidad de las
partículas. Es importante que la magnitud del potencial zeta sea grande, ya que
esto significa que la repulsión electrostática entre partículas adyacentes, con
carga similar, es mayor. Evitando la formación de aglomerados en la solución
(Zeta, 1997). Por otro lado, a mayor magnitud del potencial zeta mayor es la
actividad biológica de las partículas, siendo más afines hacia las membranas y
otros aniones. En las NPs de CS el potencial zeta siempre permanece positivo
debido a la presencia de los grupos amino. Los valores del potencial zeta en las
NPs de CS varían de +20 a +90 mV (Saharan y Pal, 2016).

En la práctica, el potencial zeta de la dispersión se mide mediante la apli-
cación de un campo eléctrico a través de la dispersión. Las partículas dentro de
la dispersión con un potencial zeta migrarán hacia el electrodo de carga opues-
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ta con una velocidad proporcional a la magnitud del potencial zeta (O’Brien y
Hunter, 1981).

4.3. Técnicas bioquímicas para evaluar la proteína

4.3.1. Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)

El ensayo ELISA, utiliza el concepto de inmunología básica de la unión de
un antígeno a su anticuerpo o que permite la detección de cantidades muy pe-
queñas de antígenos tales como proteínas. ELISA se basa en la detección de un
antígeno que directa o indirectamente produce una reacción cuyo producto, se
puede medir espectrofotométricamente (Gan y Patel, 2013). Esta técnica, utili-
za marcadores enzimáticos para detectar y amplificar las reacciones antígeno-
anticuerpo. La degradación de un sustrato por la enzima, produce una reacción
colorimétrica que permite cuantificar las reacciones antígeno-anticuerpo. Las
enzimas que se utilizan con mayor frecuencia en los inmunoensayos son la pe-
roxidasa de rábano y la fosfatasa alcalina. Estas enzimas presentan la ventaja
de que pueden conjugar por técnicas simples y tienen varios sustratos. Entre los
sustratos solubles que más utilizan para la peroxidasa se encuentra la tetrame-
tilbencidina (TMB).

Los tres principales métodos en los que se basan todos los ELISAs son:
ELISA directo, ELISA indirecto y ELISA sándwich. Para fines de este trabajo solo
explicaremos en que consiste el método del ELISA sándwich, ya que este es el
que se utilizó para cuantificar la proteína TGFβ 3.

El ELISA sándwich (ensayo de captura de antígeno y detección mediante
inmuno complejos), se trata de un ensayo en el se recubre el pozo con un primer
anticuerpo anti-antígeno. Después de lavar el exceso de anticuerpo se aplica
la muestra problema en la que se encuentra el antígeno de interés, que será
retenido en el pozo al ser reconocido por el primer anticuerpo. A continuación,
se realiza un segundo lavado que elimina el material no retenido y se aplica una
solución con un segundo anticuerpo anti-antígeno marcado con una enzima. Así
pues cada molécula de antígeno estará unida a un anticuerpo en la base que lo
retiene y una gran especificidad y sensibilidad debido a la amplificación de señal
que permite el segundo anticuerpo (Crowther, 2000) (ver figura 4.1).
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Figura 4.1: Representación esquematica de la técnica inmunológica sándwich ELI-
SA para detectar una sustancia biológica.

4.3.2. Dicroísmo circular (DC)

Cuando un haz de luz polarizado, incide sobre una muestra en la cual la
onda correspondiente a la componente del campo eléctrico circularmente pola-
rizado a la derecha (ED) es absorbido de una manera distinta a la componente
de la onda circularmente polarizado a la izquierda (EI), se da el fenómeno de
dicroísmo circular. Como consecuencia de la diferencia de absorción entre ED y
EI , la longitud de ambos vectores es distinta, de ahí que el vector resultante E no
describa una circunferencia, sino una elipse y esta luz se dice que está polariza-
da elípticamente (Greenfield, 2006). Para describir esta última se suele utilizar
un parámetro denominado elipticidad, θ . Éste es el ángulo cuya tangente es la
razón del eje menor b de la elipse respecto al mayor a.

θ = arctan
�

b
a

�

(4.2)

Cuando un haz de luz (campo electromagnético) atraviesa un objeto, su
vector eléctrico E interacciona con los electrones de los átomos que lo compo-
nen. Esta interacción tiene el efecto de disminuir la velocidad de propagación
y la amplitud del vector E, conocidas como refracción, n, y absorción, la cual
viene descrita por el coeficiente de extinción molar, ε, respectivamente. Ambos
parámetros, n y ε, dependen de la longitud de onda de una forma tal que re-
fleja la estructura electrónica y la geometría de las moléculas (Freifelder, 1981).

Algunas biomoléculas poseen asimetría molecular, es decir, sus imágenes
en espejo no son idénticas. Estas moléculas son llamadas quirales (Hammes,
2005). Al interaccionar estas moléculas con la luz polarizada circularmente, los
índices de refracción y los coeficientes de extinción molar son diferentes para ED
y EI . Al graficar la absorbancia diferencial,∆ε, entre ED y EI , contra la longitud
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de onda, λ, se produce un espectro de DC (Keiderling et al. (2000); Cantor y
Schimmel (1980); Sreerama y Woody (2004)).

∆ε= εI − εD (4.3)





Capítulo 5

Técnicas experimentales

RESUMEN: Este capítulo presenta las diversas técnicas experimentales de-
sarrolladas para la fabricación y diagnóstico del nanosistema CS-TGFβ 3.

5.1. Introducción

Como se mencionó en el capítulo 3, existen diversos factores que influyen
en la síntesis de NPs de CS al ser reticuladas iónicamente. El presente trabajo
utilizó el TPP como agente reticulante. Los valores de los parámetros descritos
en la sección 3.3 se eligieron en base a lo reportado en la literatura; el impacto
de éstos sobre el tamaño de la partícula, así como el rendimiento de la reac-
ción se evalúan usando las técnicas descritas en la sección 4.2. Por otro lado,
la cinética de liberación y estabilidad de la proteína TGFβ 3 tras haber sido
encapsulada en el sistema de NPs de CS, puede determinarse por las técnicas
descritas en la sección 4.3.

Este capítulo inicialmente explica la metodología experimental desarro-
llada para la obtención de las NPs. Posteriormente describe la preparación de
las muestras, así como el equipo y parámetros utilizados en las técnicas aplica-
das para la caracterización física de las NPs. Finalmente, se exponen las técnicas
empleadas para analizar la proteína TGFβ 3.

5.2. Metodología experimental para la obtención de las
nanopartículas

5.2.1. Materiales

Quitosano (bajo peso molecular, pureza ≥ 75.0%), ácido acético glacial
(grado reactivo ACS, pureza≥ 97%), tripolifosfato de sodio (TPP) (grado técni-

41



42 CAPÍTULO 5. Técnicas experimentales

co, pureza 85%), hidróxido de sodio (grado reactivo, pureza ≥ 97.00 %), todos
estos reactivos fueron de la marca Sigma-Aldrich, (St. Louis, MO, USA). Mien-
tras que la proteína TGFβ 31. (pureza ≥ 98%) fue adquirida en la presentación
liofilizada de Peprotech, (Rocky Hill, NJ, USA). A lo largo del estudio se utilizó
agua desionizada de un sistema Milli-Q.

Para la reconstitución2 de la proteína liofilizada se procedió de la siguien-
te manera, primero los 10 µg de TGFβ 3 que contiene el vial se resuspendieron
en 5 mM de ácido cítrico (pureza 99%)de la marca Sigma-Aldrich, (St. Louis,
MO, USA), a la concentración de 0.1 mg/mL. Luego, se diluyó en un buffer de
BSA3 (0.1 %) y se prepararon alícuotas de 2 µL con concentraciones de: 0.2
µg/µL y 0.6 µg/µL.

5.2.2. Preparación de nanoesferas de CS cargadas con TGFβ 3

La preparación de las NPs de quitosano se basa en el método de Calvo
(Calvo et al., 1997a), en el que se utiliza el método de reticulación iónica de CS
con aniones TPP. En este estudio se modificó dicho método ajustando algunos
parámetros, para evaluar la influencia de éstos en el diseño del nanosistema que
nos interesa. Los parámetros elegidos para el ajuste son: la relación de masa de
las soluciones CS y TPP, y la cantidad inicial de la proteína TGFβ 3. El proceso
de manufactura ya ajustado consistió en disolver 2.5 mg/mL de CS en una so-
lución acuosa de ácido acético al 0.05% (v/v). La solución de CS se agitó a 180
RPM durante 24 horas a temperatura ambiente usando un agitador magnético.
Posteriormente el pH se ajustó a 5.5 con una solución de hidróxido de sodio 0.5
M. El TPP se disolvió en agua desionizada hasta una concentración final de 0.25
mg/mL. Las soluciones de TPP y CS se filtraron a través de una membrana de
0.45 µm de la marca Merck-Millipore, (Darmstadt, Alemania). A continuación
a 4ºC, la solución de TPP se añadió gota a gota a la solución de quitosano (0.3
mL/min) con una relación CS:TPP igual a 5:1 ( % w/w) y se mantuvieron en
agitación magnética vigorosa, 600 RPM. Después de la adición completa de TPP,
las muestras se retiraron del agitador y se mantuvieron a 4ºC hasta el momento
de las mediciones.

Para la incorporación de la proteína en el nanosistema se procedió de ma-
nera similar. Una vez preparadas las soluciones de CS y TPP, bajo las condiciones
explicadas en el párrafo anterior, se continuó con el proceso de integración de
la proteína TGFβ 3 al sistema de la siguiente forma: a 1 mL de solución de CS

1La proteína utilizada en este estudio se adquirió con el laboratorio PEPROTECH, Catalogo
100-36E y Lote 0910AF410-1.

2Se siguió el procedimiento descrito en la hoja técnica proporcionada por el proveedor PE-
PROTECH

3El buffer utilizado fue una solución previamente preparada por el personal del laboratorio
en el que se trabajo.
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se añadió 4 µL (0.2 µg/µL) y 2 µL (0.6 µg/µL) de alícuota TGFβ 3; i.e., 0.8 y
1.2 µg de TGFβ 3, respectivamente4. Un vez añadida la proteína a la solución
de CS esta se conservó en agitación a 180 RPM durante 30 min para que la
mezcla se homogeneizará. Después por goteo se adicionó 2 mL de la solución
de TPP preservando las condiciones empleadas para la preparación de las NPs
de CS sin proteína. De modo que las concentraciones finales de TGFβ 3 en las
soluciones de CS-TPP fueron de 0.26 µg para las muestras a las que se agrego
0.8 µg de TGFβ 3, y de 0.4 µg/mL a las que se les añadió 1.2 µg.

Las concentraciones para realizar el estudio de encapsulamiento y cinéti-
ca de liberación de la proteína TGFβ 3 fueron elegidas arbitrariamente en base
a la disponibilidad de ésta para realizar los estudios de: SEM, AFM, DLS, DC y
estudio inmunológico por kit ELISA.

En las siguientes secciones de este capítulo se exponen las técnicas y equi-
pos utilizados para caracterizar el nanosistema CS-TGFβ 3.

5.3. Caracterización física de las nanopartículas

5.3.1. Análisis por SEM y AFM

5.3.1.1. Preparación de las muestras

Para analizar las NPs por SEM y AFM fue necesario secar las muestras
previamente. En la literatura existe una amplia descripción de los procesos que
se utilizan para este fin, en este estudio se utilizo el reportado por Xu et al.
(2011) para sistemas coloidales. Este proceso consistió en adicionar etanol a la
solución acuosa de NPs ya reticuladas, con una relación en volumen NPs/eta-
nol de 1:4, buscando así disminuir la tensión superficial del espécimen, además
de evitar la formación de una película hidratada delgada sobre la superficie de
partículas durante el proceso de secado. Luego, se filtró el espécimen a través
de una membrana con tamaño de poro de 0.2 µm de la marca Merck-Millipore,
(Darmstadt, Alemania), previo a depositar una gota de éste sobre la superficie
de una oblea de silicio en la que se secó al colocar dicho sistema en una cámara
de vacío durante un lapso de 30 a 60 segundos. Una vez lista la muestra, se
colocó en el equipo correspondiente para analizarla.

Para evitar la desnaturalización del sistema cargado con la proteína, la
cantidad de etanol debe ser controlada con precisión. El tiempo de secado es
también un papel importante para este sistema porque la proteína se puede
desnaturalizar a alta temperatura.

4Los valores se calcularon de la siguiente manera: (4 µL)· (0.2 µg/µL)= 0.8 µg y (2 µL)·
(0.6 µg/µL)= 1.2 µg
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5.3.1.2. Equipo y parámetros

La morfología superficial de las NPs se examinó con un microscopio elec-
trónico de barrido (SEM, JSM-6700F, JEOL Ltd., Akishima, Japan). con una
corriente de sonda de 1.0 a 5.0 kV . Las muestras se observaron en vista plana
con ampliaciones desde 10,000X hasta 150,000X con una resolución de 1 nm,
utilizando bajos voltajes para evitar la carga superficial. El equipo lo operó el
Dr. Omar Novelo Peralta, del Instituto de Investigaciones en Materiales (IIM-
UNAM).

Las variaciones de la morfología y rugosidad de las NPs se evaluaron con
imágenes de topografía AFM e imágenes de fase en modo de toma de CA con
un equipo de la marca JEOL, (SPM-4210, Tokyo, Japan). El equipo lo operó el
Ing. Carlos Flores Morales, del Instituto de Investigaciones en Materiales (IIM-
UNAM).

5.3.2. Análisis por DLS y potencial zeta

5.3.2.1. Preparación de las muestras

Antes de analizar las muestras por DLS y potencial zeta, es necesario que
éstas se encuentren en solución homogénea. Si la concentración de la muestra
es alta, se debe diluir en el mismo líquido en el que se preparó originalmen-
te. Las soluciones preparadas tienen que ser claras o muy ligeramente turbias.
Aunque si el tamaño de partícula de la muestra es tan pequeño puede que in-
cluso las dispersiones concentradas no muestren turbidez, como es el caso de
las muestras que analizamos para este estudio. Lo que se hace en estos casos es
medir varias concentraciones hasta obtener una en la que el resultado sea inde-
pendiente de la concentración elegida. La relación en volumen de solución de
NPs/agua desionizada utilizada para optimizar las mediciones en este estudio
fue de 1:30, que se mezcló con ayuda de un agitador vortex para homogenizar
la solución. Una vez que la solución resultante fue homogénea se filtró a través
de una membrana con tamaño de poro de 0.2 µm de la marca Merck-Millipore,
(Darmstadt, Alemania) y se agregó 1 mL de ésta en la celda correspondiente.
Para las mediciones por DLS se utilizó la celda DTS0012, mientras que para las
mediciones de potencial zeta se utilizó la celda DTS1060.

En ambas mediciones se debe tener cuidado que las celdas antes de ser
utilizadas se encuentren libres de algún contaminante y que la muestra deposi-
tada en la celda no tenga burbujas.
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5.3.2.2. Equipo y parámetros

El tamaño hidrodinámico y potencial zeta de las NPs de CS se midió por
espectroscopia de correlación de fotones utilizando el analizador Zetasizer Nano
ZS (Malvern Instruments Ltd, Malvern, UK) con los siguientes parámetros: án-
gulo del detector 90°, índice de refracción de 1.7, temperatura de 25°C, ácido
acético como dispersante con una viscosidad de 0.9299 cP e índice de refracción
de 1.332. La amplia gama de aplicaciones para el DLS está en el intervalo de 1
nm a 1 micra, que es el rango máximo de rendimiento perfecto de la dispersión
de luz dinámica. El equipo se encuentra en la Facultad de Farmacia de la UAEM.

5.4. Análisis bioquímicos de la proteína

5.4.1. Detección del TGFβ 3 por el método ELISA

La sección 4.3.1 menciona el fundamento teórico de la técnica ELISA, así
como del ensayo ELISA sándwich. A continuación describimos en que consisten
las fases de éste último:

1. En una placa de microtitulación de 96 pozos que viene pre-recubierta
con un anticuerpo conjugado con biotina5 específico para el TGFβ 3, se
añadió 100 µL de las soluciones6 estándar, blancos y muestra7 en los
pozos correspondientes, y se incubaron 1 hora a 37ºC y 96% de humedad.
En ese momento el antígeno TGFβ 3 presente en las soluciones se fijó en
el anticuerpo biotinado.

2. A continuación, se aspiró cada pozo y se agregó 100 µL de avidina8 con-
jugada con el anticuerpo específico, marcado con la enzima peroxidasa
de rábano (HRP) a cada pozo de la microplaca y se incubó 1 hora a 37ºC
y 96% de humedad. En este paso la biotina se unió firmemente con la
avidina.

El complejo que se formó de la unión avidina-biotina funcionó como inter-
mediario en la reacción de detección del antígeno y permitió amplificar
la sensibilidad de la reacción inmunoenzimática (ELISA), ya que varias
moléculas de biotina pudieron unirse a una proteína y por la afinidad

5La biotina es una vitamina de bajo peso molecular (244 D), que presenta una afinidad por la
avidina superior a la mostrada por el anticuerpo ante el antígeno (unas diez veces más) (Brio Leon
y Rovira, 1995).

6Las soluciones estándar y blanco las provee el kit SEB949Hu ELISA (Cloud-Clone Corp.,
Houston, TX).

7En la subsección 5.4.1.1 se explica cómo se obtienen estas muestras.
8La avidina es una glucoproteína de peso molecular 67.000 D, que presenta cuatro lugares de

unión por los cuales se puede unir la biotina y conjugarse con diversos marcadores (Brio Leon y
Rovira, 1995).
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biotina-avidina, resultó que cada molécula de proteína se vio unida a tra-
vés de la biotina con varias moléculas de avidina marcadas (Harlow et
al., 1988). De modo que a una molécula de antígeno le correspondieron
múltiples moléculas del marcador.

3. Nuevamente se aspiró y lavó tres veces cada pozo con un buffer de lavado,
y se añadió 90 µL de la solución de sustrato TMB (tetrametilbenzidina) e
incubó 10-20 minutos a 37ºC y 96% de humedad, protegiéndolo de la luz.

Pasado el tiempo de revelado, sólo los pozos que contienen TGFβ 3, an-
ticuerpo conjugado con biotina y la enzima conjugada con avidina exhi-
birían un cambio de color.

4. La reacción enzima-sustrato se terminó mediante la adición de 50 µL de la
solución de ácido sulfúrico y el cambio de color se midió espectrofotomé-
tricamente a una longitud de onda de 450 nm ± 10 nm. La concentración
del TGFβ 3 en las muestras se determinó mediante la comparación de la
densidad óptica (DO) de las muestras con la curva estándar.

5.4.1.1. Liberación in vitro del TGFβ 3

Para evaluar la liberación de la proteína TGFβ 3 a partir de formas de do-
sificación nanométrica, se utilizó el método de diálisis (DM). En este método,
la separación física de las formas de dosificación se consigue mediante el uso
de una membrana de diálisis que permite la facilidad de muestreo a intervalos
periódicos. Con la técnica de diálisis regular, las NPs se introducen en una bolsa
de diálisis que se sella subsiguientemente y se coloca en un vaso más grande que
contiene una solución, está última se mantiene en constante agitación, usando
una agitador magnético, para evitar gradientes de concentración y temperatu-
ra. En general, el volumen del medio exterior debe ser 100 veces mayor que
el volumen encerrado en una bolsa de diálisis. En este estudio, el volumen del
medio interno (NPs de CS cargadas con TGFβ 3 a una concentración de 0.26 y
0.4 µg/mL) fue de 0.45 mL, mientras que el volumen del medio externo (PBS9,
pH 7.4) fue de 45 mL. Considerando lo anterior, la capacidad volumétrica del
vaso de precipitado requerido para el estudio de liberación in vitro fue de 50
mL. Debido a que está técnica funciona según los principios de difusión, es im-
portante que el corte de peso molecular (MWCO), para la membrana de diálisis
sea tal que la proteína liberada de las NPs se difundan rápidamente desde un
compartimento, a través de la membrana, y entre en el segundo compartimento
desde donde se muestrea para su análisis. El MWCO de la membrana elegida

9La preparación del buffer fosfato salino (conocido por sus siglas en ingles, PBS, de phosp-
hate buffered saline) se preparo a un concentración 1X siguiendo la metodología reportada en
(Protocols, 2006).
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(Spectra/Por 710) para realizar este estudio fue de 50 kDa, tomando como re-
ferencia que el peso molecular de la proteína TGFβ 3 es de 25 kDa.

El sistema descrito anteriormente se utilizó para evaluar por triplicado
la liberación de: NPs cargadas con TGFβ 3 a las concentraciones de 0.26 y 0.4
µg/mL y de 2 µL de TGFβ 3 a una concentración de 0.6 µg/µL resuspen-
dido en 0.43 mL de PBS (pH 7.4); teniendo un total de nueve sistemas. Para
mantener bajo las mismas condiciones experimentales los nueve sistemas, se
utilizó una placa de calentamiento y agitación de 10 posiciones (IKA - Número
3691101). Dichas condiciones fueron: agitación constante a 180 RPM y tempe-
ratura de 37ºC durante 10 días continuos. Para conservar la temperatura de los
sistema, cada uno de ellos se aisló térmicamente con papel aluminio.

El muestreo de los sistemas se realizó durante siete tiempos (30 minu-
tos, 4 horas, 1 día, 2 días, 3 días, 6 días y 10 días), este consistió en tomar
150 µL de cada envase para posteriormente almacenarlo a una temperatura de
−70◦C . El volumen de solución tomado en el muestreo, se recuperó para cada
envase agregando 150 µL de PBS (pH 7.4), que al igual que las soluciones de
los nueve sistemas también se mantuvo a 37ºC y en agitación constante a 180
RPM (ocupando la décima posición de la placa), en la tabla 5.1 se representan
las posiciones de las soluciones tomadas en el muestreo, así como también las
soluciones: estándar y blanco mencionadas en la subsección 5.4.1. Finalmente,
la cantidad de TGFβ 3 liberada en cada tiempo se determinó usando el kit de
ELISA de TGFβ 3.

10Especificaciones del producto: membrana pretratada con EDTA, no contiene traza de metales
pesados ni azufre; tamaño de poro 50 kDa, ancho plano 12 mm, diámetro 7.5 mm y volumen/-
longitud 0.45 mL/cm.
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5.4.1.2. Equipo y parámetros

El kit ELISA que se utilizó para identificar el factor de crecimiento trans-
formante beta 3 (TGFβ 3), se adquirió con el fabricante Cloud-Clone Corp.,
(Houston, TX), las especificaciones del producto fueron las siguientes: produc-
to N° SEB949 Hu, especie Homo sapiens (humano), método de ensayo sándwich
doble anticuerpo, rango de detección 15.6-1000 pg/mL, la mínima dosis detec-
table del kit es típicamente menor que 5.7 pg/mL.

El lector de absorción en microplacas que se utilizó para realizar la me-
dición de absorbancia del inmunoensayo ELISA es el equipo iMark, (Bio-Rad,
Philadelphia, PA), usando el filtro de 450 nm. El equipo se encuentran en el
Laboratorio de Tejido Conjuntivo (C EN IAQ) localizado en el Instituto Nacional
de Rehabilitación (INR).

5.4.2. Análisis por DC

5.4.2.1. Preparación de las muestras

Para evitar resultados erróneos, todas las muestras debían ser de la más
alta pureza posible. Filtrar las muestras y el buffer a través de un filtro con ta-
maño de poro de 0.2 µm a 0.45 µm fue una buena manera de eliminar el polvo,
proteína agregada y otras partículas que pudiesen interferir en las mediciones
de DC. Antes de analizar las muestras de interés, comprobamos mediante la
realización de espectros en blanco apropiados, que la absorbancia del buffer no
fuese demasiado alta e indicaría si las señales de fondo surgían de cualesquiera
componentes quirales.

Además, fue importante asegurar que la proteína que se estudiaba fuese
estable durante el periodo del experimento en las condiciones empleadas. La
estabilidad se evaluó buscando evidencias de actividad biológica o de una pér-
dida de señal dependiente del tiempo.

Las muestras que analizamos por DC son soluciones de NPs cargadas con
la proteína TGFβ 3, que se encontraban en dos concentraciones: 0.26 y 0.4
µg/mL. Los espectros en blanco que consideramos apropiados analizar fueron:
agua desionizada, solución de NPs sin proteína, PBS (pH 7.4) y 2 µL de TGFβ
3 (0,2 µg/µL) resuspendida en 100 µL de PBS (pH 7.4). El objetivo de este
estudio fue hacer un seguimiento in vitro de cuatro tiempos similar al que se
describe en la sección 5.4.1.1, conservando las muestras en una incubadora a
una temperatura de 37ºC durante todo el estudio.
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5.4.2.2. Equipo y parámetros

Los espectros de dicroísmo circular (CD) se recogieron usando el espec-
troscopiómetro espectropolarímetro JASCO J-815, (Jasco inc., Easton, MD) a
temperatura ambiente. Los espectros de todas las muestras se registraron en un
intervalo de longitud de onda de 200-250 nm, usando una celda de cuarzo de
1.0 cm de recorrido óptico, con una resolución de 0.2 nm a una velocidad de 10
nm/min. Los datos se procesaron posteriormente para la sustracción en blan-
co y la reducción del ruido y se registró un promedio de cinco señales. Todas
las mediciones de CD se informan como elipticidades (θ , mdeg). El equipo se
encuentra en la Escuela Nacional de Medicina y Homeopatía (ENMH), del IPN.



Capítulo 6

Resultados y discusión

RESUMEN: Este capítulo presenta los resultados obtenidos a partir del de-
sarrollo experimental descrito en el capítulo 5 para el nanosistema CS-
TGFβ 3.

6.1. Introducción

El capítulo está dividido en dos secciones principales que contienen los
resultados para la caracterización física de las NPs de CS y en el análisis bioquí-
mico de la proteína TGFβ 3. El primer punto es determinar el efecto sobre la
formación de las NPs de CS, provocado por el proceso de manufactura. Tanto el
tamaño como la morfología de las NPs fueron evaluadas mediante análisis de
SEM, AFM y DLS. La estabilidad y actividad biológica de las NPs, son propieda-
des que se pudieron evaluar a través de DLS y del potencial zeta. Al encapsular
la proteína TGFβ 3, la capacidad de encapsulación y cinética de liberación se
determinó por análisis bioquímicos y técnicas espectroscópicas.

6.2. Caracterización física

Esta sección incluye los resultados de la caracterización física de las NPs
de CS sin y con proteína. En el capítulo anterior se describió la metodología ex-
perimental para la obtención de ambos nanosistemas, ver sección 5.2. En cada
uno de estos nanosistemas se evaluó la influencia de alguno de los parámetros,
para el caso de las NPs sin proteína se usaron los valores: 2.5:1 (w/w) y 5:1
(w/w) para la relación de masa entre las soluciones CS/TPP; mientras que en
el caso de las NPs con proteína la concentración de TGFβ 3 inicial fue: 0.26 y
0.4 µg/mL. Se incluye al estudio la medición del potencial zeta de ambos sis-
temas.

51
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Figura 6.1: Efecto de la razón de masa entre las soluciones CS/TPP en el tamaño
de las nanopartículas derivadas de la síntesis de nanopartículas de quitosano sin
proteína, vistas por imágenes SEM y AFM. Las imágenes SEM con un aumento X
50,000 tomadas a 5.0 kV son: (A) con razón de masa 2.5:1 (w/w), y (B) con razón
de masa 5:1 (w/w); mientras que las imágenes de AFM vistas en una ventana de
500 nm son: (C) con razón de masa 2.5:1 (w/w), y (D)con razón de masa 5:1
(w/w).

6.2.1. Nanopartículas sin proteína

La relación de masa entre CS y TPP es crítica y controla el tamaño y la
distribución del tamaño de las nanopartículas. Se ha encontrado que el tamaño
de las NPs puede afectar el rendimiento biológico de las nanopartículas de CS
(Pan et al., 2002). Por esta razón, antes de encapsular la proteína en las NPs de
CS, el efecto de la relación de CS/TPP sobre las características de tamaño de
las NPs se estudió con el fin de encontrar la relación óptima que resulta de las
NPs de baja capacidad y distribución de tamaños estrecha.

En la figura 6.1 se incluyen los resultados obtenidos del análisis AFM
y SEM para el tamaño de las NPs, al modificar el parámetro de relación masa
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Figura 6.2: Nanopartículas de quitosano sin proteína con relación de masa 5:1
(w/w) formuladas por técnica de reticulación iónica, vista por SEM con un au-
mento de X100,000.

entre las soluciones de CS/TPP. El radio de las NPs, denotado por rN P , se obtiene
directamente de las imágenes utilizando la escala de referencia que proporciona
la imagen y considerando que las NPs son esféricas. Se puede ver de inmediato
que la distribución de tamaños es más estrecha con el aumento de CS. La forma
de las NPs se observa más esférica al aumentar el volumen de TPP. También la
magnitud del radio de las NPs con relación 2.5:1 (w/w) es mayor que el de
las NPs con relación 5:1 (w/w). La imagen SEM revela que las NPs para esta
última relación de masa tienen un intervalo de tamaño entre 50 y 80 nm, que se
ajusta con la medición del tamaño por AFM. Estos comportamientos pueden ser
entendidos en términos del efecto que provoca el aumento de volumen de TPP
en la densidad de reticulación entre CS y TPP. Dichos resultados proporcionan
una ventana de procesamiento simple para manipular y optimizar el tamaño
nano para la aplicación prevista. En este estudio, el CS/TPP con relación 5:1
con tamaño de NPs menor a 100 nm fue elegido para la preparación de NPs
cargadas con proteína. Las características morfológicas de las NPs de CS/TPP
se examinaron usando SEM.

La figura 6.2 muestra que las NPs son partículas esféricas, con superfi-
cie lisa y una estrecha distribución de tamaños. Es importante señalar que en
ambos estudios, AFM y SEM, el equipo requiere que las muestras estén secas
(ver sección 5.3.1.1), de modo que en dichos estudios es necesario evaporar el
medio donde se encuentran inmersas las NPs. La condición antes mencionada
debe tomarse en cuenta al comparar los resultados obtenidos de estos estudios
y los de DLS, ya que en este último las mediciones de tamaño son de las NPs
suspendidas en agua, por lo que el radio obtenido corresponde al «radio hidro-
dinámico», que suele ser mayor que el de las NPs sin solvente.

Dicho lo anterior, a continuación revisaremos los resultados obtenidos
con DLS para el tamaño de las NPs utilizando la relación masa 5:1 (w/w) entre
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Figura 6.3: Los análisis por DLS para las NPs sin proteína con relación de masa 5:1
(w/w) son: (A) una distribución Gaussiana unimodal que muestra nanopartículas
de aproximadamente 84.69 nm de diámetro, con una (B) función de correlación
que exhibe un decaimiento exponencial..

las soluciones de CS/TPP. El DLS calcula el diámetro hidrodinámico y se rige
por la ecuación de Stokes-Einstein, (ver ecuación 4.1). La figura 6.3 muestra el
análisis de distribución de intensidad de los tamaños de las NPs y su respectiva
función de correlación.

Las distribuciones de la intensidad en función del tamaño de las NPs indi-
can que las partículas recolectadas en la muestra tienen un diámetro medio de
84.69 nm. La distribución de intensidad se pesa de acuerdo con la intensidad de
dispersión de cada fracción de partícula o población. La función de correlación
contiene toda la información relativa a la difusión de las partículas dentro de la
muestra que se está midiendo. Mediante el ajuste de esta función exponencial,
se calcula el coeficiente de difusión D (D es proporcional a la vida media del
decaimiento exponencial). Con el coeficiente de difusión D ahora conocido, es
posible calcular el diámetro hidrodinámico usando una variación de la ecuación
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de Stokes-Einstein (Worldwide, 2011). De las mediciones de DLS se obtiene un
diámetro medio de partícula D̄DLS (denominado como Average-z 1 en los resul-
tados) que se relaciona con la distribución de tamaños basada en la intensidad
de la luz dispersada hθr

(Di) a través de:

D̄DLS =

N
∑

i=1

h(Di)

N
∑

i=1

h(Di)
Di

(6.1)

donde hθr
(Di) expresa la fracción de intensidad dispersada por las partículas

de tamaño Di a un ángulo θr .

La desviación estándar de la distribución del tamaño de las partículas se
puede obtener directamente de las estadísticas de la distribución. Aquí, la distri-
bución del tamaño se puede modelar con una distribución gaussiana teórica, en
la que la polidispersidad indica el grado de variación, o amplitud de una campa-
na gaussiana. Tradicionalmente, esta polidispersidad también se ha convertido
en un índice de polidispersidad PDI que es el cuadrado de la polidispersidad
por dispersión de la luz. El índice de polidisperción (PDI) que se obtiene para
las NPs de CS es de 0.162 2, este valor indica que la muestra es moderadamente
polidispersa, es decir, que la distribución no es ni extremadamente polidispersa,
ni amplia, ni en ningún sentido estrecha.

La carga superficial para las NPs con relación de masa 5:1 (w/w) en so-
lución se analizó por medición del potencial zeta, obteniendo pot − ζ = 21.4
± 3.12 mV . El valor positivo del potencial zeta es acorde a lo esperado, pues la
cadena de CS presenta grupos amino. Dicho valor cae dentro del intervalo re-
portado en (Saharan y Pal, 2016) (+20 mV , 90 mV ), sin embargo se encuentra
en el límite inferior, según lo reportado para las NPs de CS, por lo que inferimos
que la dispersión tiende a agregarse con el tiempo debido a interacciones de
van der Waals entre partículas adyacentes.

Los tamaños determinados por SEM, AFM y DLS estaban en buen acuerdo
con los tamaños nominales reportados en la literatura. La monodispersividad y
forma esférica también pudo ser confirmada.

1El Average-z es el tamaño hidrodinámico medio ponderado por la intensidad de la colección
de partículas medida por dispersión dinámica de la luz (DLS).

2El valor de PDI entre 0.08 y 0.7, es el rango en el cual los algoritmos de distribución funciona
mejor(Shaw, 2013)
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Figura 6.4: Cambios en la distribución de tamaño de las NPs de quitosano sin
proteína como consecuencia de la evolución de las NPs en el tiempo, medidos por
DLS para tres tiempos en un periodo de 8 días.

Tabla 6.1: Valores del tamaño, índice de polidispersión (PDI) y potencial zeta (pot-
ζ) de las NPs en función del tiempo.

Tiempo Tamaño PDI pot-ζ±σ
(días) (nm) (mV)

0 84.69 0.162 21.4±3.12
5 72.84 0.185 -1.79±3.54
8 62.02 0.232 -21.7±10.8

6.2.1.1. Evolución de las nanopartículas en el tiempo

Usando la técnica DLS se evaluó el comportamiento del tamaño y po-
tencial zeta de las NPs en el tiempo. Para ello se analizó una muestra de NPs
preparada bajo las condiciones descritas en la sección 5.2.2 con relación de ma-
sa 5:1 (w/w), durante tres tiempos. Lo que se obtuvo, es que la distribución
de tamaños se corre ligeramente hacia la izquierda a medida que transcurre el
tiempo, y que al cabo de ocho días un segundo pico aparece en la distribución
con una intensidad de 5.3 % (ver figura 6.4). Luego, el valor del PDI aumenta
con el tiempo, en la tabla 6.1 se exponen los valores obtenidos.

Este incremento en el índice de polidispersión puede ser entendido si se
tienen en cuenta las características biodegradables del quitosano. Además, de la
acción del agente reticulante TPP y su relación en masa con el CS en la solución
resultante, ya que una densidad de reticulación más alta, ralentiza la degrada-
ción de las NPs. Así pues, se tiene que al degradarse las NPs aparecen «restos»
de partículas de tamaños diversos y por esto, el equipo muestra los picos en los
valores donde se encuentra la mayor cantidad.
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Tabla 6.2: Valores del tamaño, índice de polidispersión (PDI) y potencial zeta (pot-
ζ) de las NPs cargadas con TGFβ 3.

Concentración de TGFβ 3 Tamaño PDI pot-ζ±σ
(µg/mL) DLS (nm) (mV)

0.26 290.4 0.384 17.5±5.02
0.4 298.0 0.418 19.2±4.32

De manera simultánea se midió el potencial zeta de la muestra como
función del tiempo. La tabla 6.1 incluye los valores obtenidos del potencial zeta
para los diferentes tiempos. Lo que se observa es que a medida que transcu-
rre el tiempo el signo del potencial zeta pasa de positivo a negativo, podemos
interpretar este comportamiento como la perdida de estabilidad de las NPs de-
bido a su degradación, lo que se traduce como una disminución de la repulsión
electrostática entre las partículas.

6.2.2. Nanopartículas con proteína

La concentración de TGFβ 3 encapsulada fue: 0.26 y 0.4 µg/mL. Para
evaluar el efecto de los cambios morfológicos y de tamaño dependientes de la
concentración se utilizó SEM y DLS. Se investigaron las NPs con la relación de
masa 5:1 (w/w). Los resultados se resumen en la tabla 6.2. Cabe resaltar que
los tamaños medidos por SEM, no son concluyentes, pues el proceso de secado
de la muestra altera las condiciones óptimas requeridas para conservar la pro-
teína, provocando la agregación. Lo anterior claramente es visible en la imagen
SEM de NPs no protegidas, donde se puede ver que se fusionan entre sí, ge-
nerando micropartículas (ver figura 6.5). Después del secado, se encontró un
aumento de tamaño significativo en las NPs dejando de ser clasificadas en la
escala nanométrica.

Es importante mencionar que en este estudio no se realizaron pruebas
para analizar la interacción directa entre el CS y la proteína TGFβ 3, lo que
sabemos a grandes rasgos es que las interacciones físicas incluyendo el enlace
de hidrógeno, las fuerzas de van der Waals, las interacciones electrostáticas o
hidrodinámicas se utilizan ampliamente para cargar fármacos en biomateria-
les y lograr perfiles deseables de liberación controlada. Todas ellas son muy
dependientes del acondicionamiento del pH, tanto en los procesos de carga y
liberación del fármaco. La modificación del medio de pH es crítica en la car-
ga y administración de proteínas y puede usarse como una aproximación para
modular los perfiles de liberación de proteínas. A un pH inferior al punto iso-
eléctrico de la proteína, la molécula está cargada positivamente mientras que a
pH superior al punto isoeléctrico está cargada negativamente. Esta modificación
puede aumentar o disminuir la afinidad de las proteínas para los biomateriales
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Figura 6.5: Imágenes SEM de micropartículas derivadas de la sintetización de na-
nopartículas de quitosano cargadas con dos concentraciones diferentes de TGFβ
3 después del secado vistas con dos aumentos. 0.26 µg/mL de TGFβ 3: (A) X
25,000, (B) X 50,000; y 0.4 µg/mL de TGFβ 3: (C) X 25,000, (D) X 50,000.

(Tiwari et al., 2016). El punto isoeléctrico (pI) teórico del TGFβ 3 es pI =6.10
3 y el medio en el que la proteína se disuelve en un fosfato de solución salina
(PBS) con pH 7.4. De modo que considerando lo antes descrito resulta que al
ser el pH superior al punto isoeléctrico, el TGFβ 3 está cargado negativamente.
Usando el resultado anterior como referencia es posible atribuir el aumento del
tamaño de la NP cargada, medido con DLS, a la interacción iónica entre el TGFβ
3 cargado negativamente y el CS cargado positivamente en las condiciones de
preparación (∼pH 6).

La estabilidad de las NPs se evaluó mediante la medición de su carga su-
perficial con el potencial zeta. Los resultados de estas mediciones se incluyen
en la tabla 6.2, notamos que los potenciales zeta son positivos, debido a la pre-
sencia de los grupos amino en el CS. Para las NPs cargadas con 0.26 µg/mL de
TGFβ 3 el valor del potencial zeta es ligeramente menor al de las cargadas con

3Este valor lo calculamos usando la secuencia de aminoácidos de la proteína, consultada en
la hoja de referencia del proveedor, usando el programa ExPASy, SIB Bioinformatics Resource
Portal disponible en la página ht tp : //au.ex pas y.or g/tools/pi_tool.html
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0.4 µg/mL. Dicho comportamiento sugiere que al incrementar la concentración
de TGFβ 3 encapsulado, disminuye la proporción de grupos amina libres en la
cadena de CS. Como consecuencia directa de ésto, la estabilidad del nanosis-
tema se favorece. La disminución del potencial zeta después de la adición de
proteína se debe razonablemente a la deposición parcial de la proteína cargada
negativamente sobre la superficie de la partícula, reduciendo la carga neta total.

6.3. Análisis bioquímicos de la proteína

A continuación se muestra el análisis que se realizó para evaluar la cinéti-
ca de liberación del TGFβ 3, tras haber sido encapsulado por reticulación iónica
en el nanosistema. En este estudio, se utilizó el programa DDSolver para ajus-
tar los datos de liberación de la proteína a modelos matemáticos. La selección
del modelo adecuado para dicho ajuste es esencial, no solo para la evaluación
cuantitativa de las características de liberación de la proteína sino también pa-
ra la comparación de los perfiles de liberación. DDSolver proporciona una serie
de criterios estadísticos para evaluar la bondad del ajuste de un modelo, inclu-
yendo el coeficiente de determinación (R2) y el coeficiente de determinación
ajustado (R2

a justado). Para los modelos de liberación con el mismo número de
parámetros, el coeficiente de determinación (R2) se puede utilizar para discri-
minar el modelo más apropiado. Sin embargo, cuando se comparan modelos
con diferentes números de parámetros, se debe usar el coeficiente de determi-
nación ajustado donde n es el número de puntos de datos y p es el número de
parámetros en el modelo (Zhang et al., 2010). Luego, el mejor modelo debe ser
el que tiene el mayor valor de R2

a justado (Costa y Lobo, 2001). Los resultados
correspondientes se exponen en la subsección 6.3.1.

Por otro lado, en la subsección 6.3.2, se muestran los espectros de DC
para las dos concentraciones de proteína (0.26 y 0.4 µg/mL) TGFβ 3.

6.3.1. Liberación in vitro de la proteína

A partir de los datos obtenidos por espectroscopía para el kit ELISA, se
construyó la curva de calibración (ver figura 6.6) usando el programa GraphPad
Prism 7.02. Luego, se determinó la eficiencia de encapsulamiento (EE) de las
NPs cargadas con TGFβ 3. Para ello, se obtuvo la concentración de la proteína
en el sobrenadante mediante el ensayo ELISA, tras haber centrifugado las mues-
tras de NPs a 330 RPM durante 10 min a 25°C para separar el sobrenadante.
La cantidad de proteína cargada en las NPs se calculó como la diferencia entre
la carga objetivo y la proteína recuperada en el sobrenadante. La eficiencia de
encapsulamiento (EE) se calculó usando la ecuación 6.2, los resultados se in-
cluyen en la tabla 6.3.
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Figura 6.6: Curva de calibración para el TGFβ 3 de siete puntos. El gráfico muestra
los valores promedio de los ensayos realizados por triplicado en un mismo experi-
mento a diferentes tiempos durante un período de 10 días. Las barras representan
la desviación estándar. El límite de detección fue 15.6 pg/mL de TGFβ 3 detectado
por ELISA.

Tabla 6.3: Efecto de la cantidad de TGFβ 3 encapsulado en la eficiencia de encap-
sulación (EE) de las NPs de CS.

Cantidad de TGFβ 3 EE
(µg) (%)

0.26 39.25
0.4 43.89

EE(%) =
[T GFβ3]encapsulado− [T GFβ3]en el sobrenadante

[T GFβ3]encapsulado
∗ 100 (6.2)

Finalmente, calculamos el porcentaje de proteína liberada en los diferen-
tes tiempos para ambas cantidades de proteína usando la ecuación resultante
de la curva de calibración, ecuación 6.3, y con el programa DDSolver evaluamos
el mecanismo de liberación de la proteína de las NPs mediante la introducción
de datos de liberación en los siguientes modelos matemáticos:

Aλ = −0,02851+ 0,005742C − 2,505e−6C2 (6.3)
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donde Aλ es la absorbancia del TGFβ 3 a 450 nm y C es la concentración de
éste en la muestra.

1. Baker-Lonsdale:

3
2
[1− (1−Q)2/3]−Q = k1 t; (6.4)

2. Higuchi:

Q = k2 t0,5; (6.5)

3. Hixon-Crowell:

(1−Q)1/3 = −k3 t; (6.6)

4. Korsmeyer-Peppas:
Q = k4 tn; (6.7)

donde Q es la fracción de proteína liberada en el momento t, mientras que k1,
k2, k3 y k4 son las constantes de velocidad de liberación, que se obtuvieron ajus-
tando el perfil de liberación del fármaco a, 6.4, 6.5, 6.6, 6.7 respectivamente;
finalmente n es el exponente que indica el mecanismo de liberación del fárma-
co 4. Estos modelos se utilizan ampliamente en la literatura para modelar la
cinética de liberación de diferentes tipos de fármacos de diversos vehículos de
suministro (Radin et al. (2009); Gu et al. (2014); Abdel-Hameed et al. (2014)).
A continuación se describe brevemente en que consisten lo modelos:

Baker-Lonsdale (6.4), describe la liberación de fármacos contenidos en
matrices de forma esféricas. Esta ecuación se aplica para la linealización
de datos de liberación de varias formulaciones de microcápsulas o micro-
esferas (Fuentes et al., 2005).

4Cuando el valor de n es 0.50 la liberación del fármaco sigue un mecanismo de difusión
de tipo Fickiano (en este caso el perfil de liberación se ajusta a la ecuación 6.5). Una difusión
anómala o no Fickian se produce cuando los valores de n son mayores que 0.50 y menores de 1.
En los casos donde el sistema de liberación es un material poroso, la constante n puede tomar
valores menores que 0.50, puesto que se combinan los mecanismos de difusión parcial a través
de una matriz hinchada y a través de los poros llenos de agua (Doadrio Villarejo y Vallet Regí,
2006). Además, valores de n <0.50 denotan la existencia de otro proceso simultáneo al proceso
de difusión (Sá Barreto, 2009).
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Tabla 6.4: Los coeficientes de determinación ajustado (R2
a justado), las constantes

de velocidad de liberación (ki) y el exponente de difusión (n) obtenidos aplicando
diferentes modelos matemáticos.

0.8 µg 1.2 µg
Modelos matemáticos R2

a justado ki n R2
a justado ki n

Baker-Lonsdale 0.7209 0.0005 - 0.9655 0.001 -
Higuchi 0.9190 5.0022 - 0.9469 5.2953 -

Hixon-Crowell 0.7185 0.0020 - 0.7725 0.0023 -
Korsmeyer-Peppas 0.9614 5.9709 0.4640 0.9664 8.6521 0.3990

Higuchi (6.5), este modelo se basa en la hipótesis de que: (i) la concentra-
ción inicial de fármaco en la matriz es mucho mayor que la solubilidad del
fármaco; (ii) la difusión del fármaco tiene lugar sólo en una dimensión (el
efecto de borde debe ser insignificante); (iii) las partículas de fármaco son
mucho más pequeñas que el espesor del sistema; (iv) el hinchamiento y la
disolución de la matriz son despreciables; (v) la difusividad del fármaco
es constante; y (vi) condiciones de fregado perfectas siempre se alcanzan
en el entorno de liberación (Dash et al., 2010). Esta relación puede usar-
se para describir la disolución del fármaco a partir de diferentes sistemas
geométricos y porosos (Grassi y Grassi, 2005).

Hixon-Crowell (6.6), la ecuación describe la liberación de sistemas en los
que hay un cambio en el área superficial y el diámetro de las partículas o
tabletas (Dash et al., 2010). Esta expresión se aplica a la forma de dosifica-
ción farmacéutica tal como comprimidos, donde la disolución se produce
en planos que son paralelos a la superficie del fármaco si las dimensio-
nes del comprimido disminuyen proporcionalmente, de tal manera que
la forma geométrica inicial permanece constante todo el tiempo (Chen et
al., 2007).

Korsmeyer-Peppas (6.7), este modelo proporciona información sobre el
tipo de mecanismo de liberación del fármaco que tiene lugar a partir de
dispositivos poliméricos hinchables (Ritger y Peppas, 1987).

Los coeficientes de determinación ajustado (R2
a justado) y las constantes

de velocidad de liberación aplicando los modelos matemáticos, para las dos di-
ferentes cantidades de TGFβ 3 encapsulado en las NPs de CS, se incluyen en la
tabla 6.4. El rendimiento de cada modelo se evaluó mediante la inspección vi-
sual de la forma y los valores de R2

a justado (ver tabla 6.4). Los modelos Higuchi y
Korsmeyer-Peppas tienen valores relativamente altos para el R2

a justado. Esto su-
giere que ambos modelos pueden ser adecuados, ver figura 6.7. Sin embargo, es
importante hacer notar que en las NPs de CS vistas por SEM y AFM (ver figuras
6.1 y 6.5) se observan como partículas esféricas lisas (es decir, sin poros visi-
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Figura 6.7: Representación de la fracción de proteína liberada (Q) en el momento
t, con los modelos cinéticos de Higuchi y Korsmeyer-Peppas. Se evaluarón ambas
concentraciones de proteína inicialmente encapsulada. 0.26 µg/mL de TGFβ 3:
(A) modelo de Higuchi, (B) modelo de Korsmeyer-Peppas; y 0.4 µg/mL de TGFβ
3: (C) modelo de Higuchi, (D) modelo de Korsmeyer-Peppas.

bles en la superficie); y haciendo una inspección más cercana, nos percatamos
de que existe una diferencia entre los valores del R2

a justado de ambos modelos.
Como consecuencia, el modelo Korsmeyer-Peppas parece ser más adecuado y
por lo tanto se utilizó posteriormente para describir la cinética de liberación.
La geometría de la matriz depende del valor del exponente de difusión n, para
matrices esféricas: si n <0.43, se produce liberación de fármaco mediada por
difusión de Fick; si 0.43<n<0.85, ocurre un transporte no fickiano; y la libera-
ción mediada por erosión corresponde a n>0.85. Los valores del exponente de
difusión obtenidos para ambas cantidades de la proteína (ver tabla 6.4), indi-
can que para la menor cantidad de TGFβ 3 el mecanismo de transporte pudiese
ser anómalo (no fickiano), mientras que para la mayor cantidad el mecanismo
sería el de difusión de Fick. Este último valor difiere un poco del valor antes
mencionado para dicho mecanismo, esto lo podemos atribuir al hecho de que
el tamaño de las NPs es polidisperso, como lo exhibe el PDI en la tabla 6.2.

Basado en estos hallazgos, la representación gráfica de Korsmeyer-Peppas
para la concentración de 0.4 µg/mL del TGFβ 3, sugiere que el mecanismo de
liberación (ver figura 6.7D) sucede de modo bifásico. La primera fase se carac-
teriza por una liberación rápida durante las primeras cuatro horas, que proba-
blemente es el resultado de la solubilización de la proteína que se encuentra
cerca de la superficie. La segunda fase se caracteriza por una liberación más
lenta que podría atribuirse a la degradación de las NPs de CS que conduce a
la difusión de la proteína atrapada. Los porcentajes de proteína liberada para
las diferentes cantidades de TGFβ 3 (0.26 y 0.4 µg/mL) el primer día, fueron
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Figura 6.8: Comparativo del mecanismo de liberación de las NPs cargadas con 0.26
µg/mL y 0.4 µg/mL de TGFβ 3, representado por el modelo de Korsmeyer-Peppas.

26.09 % y 30.75% respectivamente (ver figura 6.8). Esto se puede entender de-
bido a la cantidad de proteína cargada, siendo más alta la liberación inicial para
las NPs con mayor proteína. De modo que al aumentar la cantidad de proteína
dentro de la NP, aumenta el gradiente de difusión de la proteína hacia el me-
dio induciendo una liberación más rápida de la misma y, en consecuencia, un
mayor efecto ráfaga. El peso molecular de la proteína, es probable que también
influya en la tasa de difusión. Al final del experimento de liberación (10 días)
las NPs de CS aún estaban cargadas con un 75.94% y 77.07% respectivamente.
Por tanto, ambos sistemas tenían la capacidad de proporcionar dosis sostenidas
de proteína durante más de 10 días.

Entendemos que para ambas concentraciones de proteína, los mecanis-
mos de liberación son diferentes debido a que, la introducción del medio de
disolución en la matriz polimérica promueve procesos complejos que modifican
la difusión continua, dando lugar a un comportamiento de liberación no fickia-
na para el caso de las NPs con menor cantidad de proteína encapsulada, pues
el espacio disponible en el interior de las NPs es mayor.

Cabe aclarar que, la actividad biológica del TGFβ 3 durante el experimen-
to se atenúa, ya que se sabe que la mayoría de las proteínas se desnaturalizan
cuando se exponen a condiciones ambientales duras como el calentamiento o
la exposición a disolventes orgánicos. Para reducir el impacto de factores ad-
versos, las NPs cargadas se prepararon a 4°C y se conservaron a -20°C, para
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proteger al máximo la actividad biológica de la proteína. En este experimento
se intento cuantificar dicha atenuación o modificación de la proteína, mediante
el análisis de las muestras con dicroísmo circular, conservando en lo posible las
condiciones utilizadas para el kit ELISA, los resultados se exponen en la siguien-
te subsección.

6.3.2. Evaluación de la estructura del TGFβ 3 después de ser libe-
rado de las NPs con dicroísmo circular

La preparación de las NPs sobre la estructura de la proteína TGFβ 3 se
evaluó mediante espectros de CD. Interacciones físicas débiles tales como inter-
acciones electrostáticas, enlaces de hidrógeno, fuerzas de van der Waals estabi-
lizan la estructura secundaria de la proteína. Durante la formación de las NPs, el
complejo CS/TPP interactúa ampliamente con el TGFβ 3 que implica las fuerzas
antes mencionadas. Estos procesos podrían cambiar la conformación tridimen-
sional el TGFβ 3. El análisis de CD se realizó para comprender el impacto de
estos factores de formulación en la estructura de la proteína. El TGFβ 3 recién
resuspendido en solución PBS (pH 7.4) se seleccionó como control (solución
estándar).

Figura 6.9: Espectros de dicroísmo circular de la solución estándar de TGFβ 3, de
las NPs sin proteína y del TGFβ 3 después de ser liberado de las NPs. Las concen-
traciones de TGFβ 3 utilizadas se indican en la figura.

La figura 6.9 representa el espectro de CD de la solución TGFβ 3 están-
dar, la solución de NPs sin proteína y el TGFβ 3 liberado de las NPs (para ambas
cantidades de proteína). Los resultados muestran claramente una superposición
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significativa en la forma del pico de toda la región estudiada para las NPs con
y sin TGFβ 3. No siendo así para el espectro correspondiente al TGFβ 3 libre.
A partir de estos datos podemos especular que la estructura del TGFβ 3 fue
perturbada debido a su encapsulación o tratamiento para la formación de las
NPs. O la cantidad de proteína liberada está por debajo de los parámetros de
sensibilidad del equipo de medición, aunque las diferencias entre los espectros
de las NPs sin proteína y cargadas no muestran cambios importantes de señal.
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Figura 6.10: Evaluación temporal de 4 tiempos durante un periodo de 6 días de
la estructura del TGFβ 3 liberado de las NPs, mediante dicroísmo circular para
ambas concentraciones de proteína: (A) 0.26 µg/mL y (B) 0.4 µg/mL de TGFβ
3.

Por otro lado al evaluar por separado la evolución temporal de las NPs
cargadas con diferentes concentraciones de proteína (0.26 y 0.4 µg/mL), ver
figura 6.10, notamos que para ambos casos los espectros conservan la forma
en el intervalo de longitud de onda de: ∼ 210 nm y 250 nm. Después de dicho
intervalo las señales del espectro se amplia y aparece un segundo pico en 205
nm para ambos casos. Este comportamiento en los espectros se pueden enten-
der como consecuencia de la degradación de la matriz polimérica en el tiempo.
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Este estudio global nos abre todo un panorama al estudio de las NPs en
este tipo de sistema. Con esto terminamos el trabajo de la tesis de maestría.



Capítulo 7

Conclusiones

En este estudio hemos evaluado la viabilidad de encapsular la proteína
TGFβ 3 en las NPs de CS mediante la técnica de reticulación iónica, usando
TPP como agente reticulante. Las variables de formulación como la relación de
masa de las soluciones CS/TPP y la cantidad de TGFβ 3 inicialmente encapsu-
lada influyen en las propiedades de las NPs, tales como el tamaño, la eficacia de
encapsulación, el hinchamiento, la erosión y el comportamiento de liberación
de la proteína. La relación de masa óptima entre CS/TPP fue 5:1 (w/w), y la
eficiencia de encapsulamiento fue mayor para la concentración 0.4 µg/mL de
TGFβ 3. En las condiciones antes mencionadas, el tamaño de las NPs cargadas
fue de 290.0 nm con un PDI y potencial zeta aceptables, ambos medidos por
DLS; y una eficiencia de carga del 43.89 %. Los estudios SEM y AFM revelaron
NPs con superficies lisas y de forma esférica. La información referente al me-
canismo de liberación de la proteína encapsulada en las NPs de CS se obtuvo
al ajustar los datos correspondientes a los perfiles de liberación con el modelo
de Korsmeyer-Peppas. Respecto a los resultados obtenidos por DC, tenemos que
cuando la proteína está en NPs su concentración está por debajo de los límites
de detección de señal de DC. De modo que no es posible concluir si hay modi-
ficaciones de la conformación tridimensional.

Los resultados del trabajo realizado nos conducen a la conclusión de que,
el nanosistema y metodología utilizada para su preparación son adecuados para
encapsular la proteína TGFβ 3; sin embargo, si se requiere una carga mayor de
TGFβ 3 es necesario optimizar otras variables a las evaluadas en este trabajo.
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–¿Qué te parece desto, Sancho? – Dijo Don Quijote –
Bien podrán los encantadores quitarme la ventura,

pero el esfuerzo y el ánimo, será imposible.

Segunda parte del Ingenioso Caballero
Don Quijote de la Mancha

Miguel de Cervantes

–Buena está – dijo Sancho –; fírmela vuestra merced.
–No es menester firmarla – dijo Don Quijote–,

sino solamente poner mi rúbrica.

Primera parte del Ingenioso Caballero
Don Quijote de la Mancha

Miguel de Cervantes
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