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1. Introduccion

Las enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT) constituyen la primera causa de
muerte en todo el mundo y contribuyen con el 60 % de la mortalidad general (31.7
millones de fallecidos) segun publicaciones de la OMS. Entre las ECNT, las
enfermedades cardiovasculares (ECV), especificamente las del corazén, son las de
mayor incidencia (OMS. 2018). Las ECV son la principal causa de muerte en todo el
mundo. Cada afio mueren mas personas por ECV que por cualquier otra causa. Se
estima que en los proximos 10 afios, cerca de un millén de personas morirdn a causa
de ECV en América Latina y el Caribe; aproximadamente el 23,0 % de estas seran
menores de 60 afios (Delgado, R. 2009).

Dentro de las principales enfermedades cardiovasculares se encuentra la cardiopatia
isquémica, el cual es un trastorno en donde parte del miocardio recibe una cantidad
insuficiente de sangre y oxigeno; surge de manera especifica cuando hay un
desequilibrio entre el aporte de oxigeno y la necesidad de éste por dicha capa
muscular. La causa mas frecuente de isquemia del miocardio es el ataque
aterosclerético de una arteria epicardica coronaria (o arterias) que baste para disminuir
la circulacién sanguinea al miocardio en una regién y una perfusion insuficiente de esa
capa por parte de la arteria coronaria afectada (Antman, E. 2019).

La cardiopatia isquémica, y el infarto agudo de miocardio (IMA), asi como el fenbmeno
isquemia-reperfusion, constituyen procesos fisiopatolégicos en los que los radicales
libres se encuentran involucrados. Conceptualmente, el IMA se designa como la
necrosis miocardica aguda de origen isquémico, secundaria, generalmente, a la
oclusion trombdtica de una arteria coronaria. No solo es una enfermedad frecuente,
sino altamente letal, cuya mortalidad durante la fase aguda se ha estimado entre el 20
y el 50 %. (Delgado, E. 2002).

Existe una serie de evidencias que implican a las especies reactivas de oxigeno (ERO)
y al estrés oxidativo (EO) en el dafio celular que se produce durante un episodio de
isquemia reperfusion (I/R). Dada la gran variedad y complejidad de procesos mediados
por estos agentes oxidantes, se hace dificil definir un mecanismo principal que
explique su asociacion con este tipo de dafio celular. Se sabe, en cambio, que pueden
afectar biomoléculas esenciales, como lipidos, proteinas y el ADN. Como tratamiento a
este padecimiento se utilizan terapias antioxidantes y dietas ricas o enriquecidas en
antioxidantes, ya que parecen prevenir o al menos disminuir el deterioro funcional
organico originado por un aumento del EO. Uno de estos antioxidantes es el glutation,
el cual es muy popular por su capacidad para minimizar el estrés oxidativo y los
efectos negativos descendentes que se cree estan asociados con el estrés oxidativo.
El glutation es ampliamente conocido por minimizar la peroxidacion lipidica de las
membranas celulares y otros dafios que se sabe que ocurren con el estrés oxidativo
(Delgado, L. 2010).

Actualmente la aplicacion de la nanotecnologia es una gran promesa para la
prevencion y tratamiento de enfermedades cardiovasculares. Se estadn desarrollando
nanodispositivos para la liberacion dirigida y controlada de medicamentos en sitios
especificos en el organismo, por ejemplo, en células, tejidos, vasos sanguineos y el
corazon, asi como para el diagnéstico, detecciébn temprana de enfermedades
cardiovasculares y tratamiento individualizado de pacientes (Vélez, J. 2016).
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La importancia de la nanotecnologia farmacéutica para la terapia con farmacos reside
en la posibilidad de suministrar tanto farmacos de bajo peso molecular, asi como
macromoléculas como los péptidos, proteinas y genes, de manera localizada o
dirigida, hacia un cierto tejido de interés (Villafuerte, L. 2009).

Considerando las propiedades que posee el glutatién reducido como antioxidante para
eliminar las especies reactivas de oxigeno, se ha considerado su uso en la prevencion
y/o tratamiento de enfermedades ocasionadas por el estrés oxidativo, como es el caso
de la cardiopatia isquémica.
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2. Marco teorico

2.1 Enfermedades cardiacas

Las enfermedades cardiovasculares son un conjunto de trastornos del corazon y de
los vasos sanguineos. Las principales enfermedades cardiovasculares se incluyen en

la tabla 1:

Tabla 1. Principales enfermedades cardiovasculares

Cardiopatia isquémica
74 Infarto agudo de
miocardio.
76 Angina de pecho
estable.
7¢ Angina de pecho
inestable.

Enfermedades
cerebrovasculares

Arteriopatias periféricas

Aterosclerosis

Cardiopatia reumaética

Cardiopatias congénitas

Enfermedad de los vasos
sanguineos que irrigan el
musculo cardiaco.

Enfermedades de los
vasos sanguineos que
irrigan el cerebro

Enfermedades de los
vasos sanguineos que
irrigan los miembros
superiores e inferiores;

Enfermedad sistémica
inflamatoria, cronica vy
progresiva que se inicia
por la disfuncién endotelial
y posteriormente se
amplifica por el

estrés oxidativo, el
depésito de lipidos y el
reclutamiento de
monocitos

Lesiones del musculo
cardiaco y de las valvulas
cardiacas debidas a la
fiebre  reumatica, una
enfermedad causada por

bacterias denominadas
estreptococos
Malformaciones del

corazon presentes desde
el nacimiento;

g

L[]
g

g
L[]
s
L[]
g

s
L[]

g
'
(]
L[]
g
'
L[]
L[]

Hipertensién
arterial
Tabaquismo
Niveles elevados
de colesterol
Diabetes
Sedentarismo

Edad

Sexo masculino
Sobrepeso u
obesidad
Sedentarismo
Consumo de
alcohol muy
elevado

Diabetes
Tabaquismo
Tabaquismo
Diabetes

Obesidad

Presion arterial alta
Colesterol alto
Edad avanzada
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Trombosis venosas | Coagulos de sangre

profundas y embolias @ (trombos) en las venas de

pulmonares las piernas, que pueden
desprenderse (émbolos) y
alojarse en los vasos del
corazon y los pulmones.

2.1.1 El estrés oxidativo y su relacion con enfermedades cardiovasculares

Gracias a la experiencia clinica y estudios prospectivos realizados se ha podido,
establecer una asociacion entre el estrés oxidativo (EO) y las enfermedades
cardiovasculares (ECV), se plantea que este es un evento precoz en el desarrollo de la
disfuncion endotelial y de la subsecuente ECV.

El EO consiste en un desbalance a corto o largo plazo del equilibrio antioxidantes/pro-
oxidantes, que provoca una disrupcion de los mecanismos de sefializacion y control
celular, a causa de favorecer los procesos de pro-oxidacion u obstaculizar los
mecanismos antioxidantes (Delgado, L.2009).

La cadena de transporte de electrones mitocondrial (CTEm) constituye la fuente
primaria de obtencion de energia en las células cardiacas. A través de ésta se
producen una serie de procesos de 6xido-reduccion y con ello se generan especies
reactivas del oxigeno (ERO). Las ERO son capaces de oxidar lipidos, proteinas y
acidos nucleicos, con la consecuente afectacion en sus estructuras y funciones.
(Delgado, L. 2009)

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) son producidas en multiples enfermedades y
causan dafio directo o indirecto en diferentes 6rganos. En el paciente con estado
critico que se encuentra ingresado en terapia se observa un conjunto de afecciones
donde estan implicadas las ERO, entre las que se encuentran: cardiopatia isquémica,
infarto agudo de miocardio, angina inestable, insuficiencia cardiaca, arritmias
posreperfusion, enfermedad cerebrovascular, e hipertension arterial (Vida, P. 2017)

2.1.1.1Cardiopatia isquémica e infarto agudo de miocardio

La cardiopatia isquémica y el infarto agudo de miocardio es la manifestacién de un
proceso que comienza con un exceso de radicales libres, los cuales inician el evento
aterosclerético cuando un radical libre sustrae en el lumen vascular un electrén a la
grasa poli-insaturada del colesterol LDL (lipoproteina de baja densidad); éste se oxida
y da comienzo a la formacién de la placa ateroesclerética y la disfuncién del endotelio
vascular, el cual permite el paso del LDL oxidado al espacio subendotelial. El endotelio
dafiado origina facilmente nuevos radicales libres que van acumulando las llamadas
moléculas de adhesion. Seguido a este suceso el monocito se adhiere al endotelio, se
transforma en monocito macréfago que reesterifica las LDL por medio de la enzima
colesterol aciltransferasa, para asi transformarse en célula espumosa cargada de
grasa; estas células estallan y con ello se inicia el nucleo lipidico de la placa.
(Maldonado, O. 2010)

Factores humorales y hemodindmicos llevan a la fractura de la placa aterogénica; si la
placa se desprende puede formar un trombo. Si el trombo causa una completa
obstruccién de alguna arteria del corazon causa una isquemia, ocasionando una falta
completa de oxigeno (hipoxia), la cual conlleva a una necrosis y dafio al tejido. Este
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dafio involucra a una cascada de eventos, como desacoplamiento de la fosforilacion
oxidativa, alteracion de la homeostasis i6nica y generacion de radicales libres
derivados del oxigeno. (Maldonado, O. 2010)

Durante normoxia, la enzima xantina deshidrogenasa cataliza la resintesis de ATP a
través de un proceso anabdlico de fosforilacién oxidativa. Esta reacciébn consume
iones hidrogeno por conversion de hipoxantina mas NAD+ a xantina y NADH, el NAD+
es reducido en la conversion. Durante la isquemia, la xantin deshidrogenasa es
convertida a xantina oxidasa por proteasas activadas por calcio. Los iones hidrégeno
son acumulados y el ATP es degradado a ADP, AMP, adenosina, inosina, y
eventualmente a hipoxantina. La hipoxantina es activada por la xantina oxidasa mas
que por la xantina deshidrogenada a formar xantina, y la xantina es irreversiblemente
convertida a urato. Durante el proceso, el oxigeno es transformado en superéxido y
peroxido de hidrégeno. El peroxido mas el superoxido interactian para formar la mas
reactiva especie de oxigeno, los radicales hidroxilos (Figura 1) (Cardenas, N. 2008).

Esos radicales libres de oxigeno son capaces de producir dafio celular, peroxidacién
lipidica de las membranas y degradacion de acidos nucleicos. En estudios realizados
sobre el efecto de la peroxidacion lipidica, se encontr6 que los niveles bajos de
antioxidantes y la peroxidacion lipidica estan involucrados en las fases tempranas del
proceso aterosclerético, que finalmente concluye en infarto de miocardio (Maldonado,
0. 2010; Cardenas, N. 2008).

A1I'P
ADP

I
AMP .
Xantina-
Adenosina deshidrogenasa

Ca**} Proteasas

Inosina : ;
Xantina-oxidasa
Hipoxantina Xantina——Acido Urico
0, 02‘—>H2 O;—H, 0

| Reperfusion

Figura 1. Representacion esquematica del catabolismo del adenosintrifosfato (ATP) durante la
fase de isquemia y de la produccidén de especies reactivas de oxigeno por el sistema xantina-
oxidasa en la fase precoz de la reperfusion. (Grande, L. 2006)
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2.2 Radicales libres

Los radicales libres son atomos o grupos de atomos que tienen un electrén
desapareado, por lo que son muy reactivos, ya que tienden a captar un electrén de
otros atomos con el fin de alcanzar su estabilidad electroguimica.

Los mecanismos de formacion de los radicales libres son tres:

1. Transferencia electrénica, en la que se produce la cesién de un electron a una
molécula.

2. Pérdida de un proton de una molécula.

3. Ruptura homolitica de un enlace covalente de cualquier molécula, de manera que
cada fragmento obtenido conserva uno de los electrones apareados del enlace.

Debido a que estas especies reactivas no poseen receptores especificos, tienen una
capacidad de agresion indiscriminada sobre células y tejidos vivientes. Como producto
de nuestro metabolismo se generan distintos tipos de radicales libres, tales como:
Especies Reactivas de Oxigeno (ERO: el aniéon superéxido, el anion perédxido , el
radical perhidroxilo, el radical hidroxilo) y Especies Reactivas de Nitrégeno (ERN:
oxido nitrico, radical peroxinitrito), entre otros, cuya principal fuente son las
mitocondrias, los lisosomas, los peroxisomas, asi como la membrana nuclear,
citoplasmica y del reticulo endoplasmico.(Maldonado, O. 2010)

2.2.1 Especies reactivas de oxigeno

El oxigeno es indispensable para los organismos aerdbicos, pero a su vez es
potencialmente téxico para todos los seres vivientes, debido a que los agentes téxicos,
incluidos los contaminantes ambientales, perturban el equilibrio redox celular y
conducen a una alteracion de funciones bioldgicas normales.

Se producen constantemente durante la oxidacibn normal de los productos
alimenticios, debido a fugas de la cadena de transporte de electrones en la
mitocondria (Figura 2). La produccién de ERO en la mitocondria es modulada en gran
medida por la tasa de flujo de electrones a través de complejos de cadena respiratoria.

La cadena de transporte de electrones mitocondrial es considerada la mayor fuente de
formacion de radicales libres. Del total del oxigeno que llega a la mitocondria, del 5 al
10% se reduce por la accién de los electrones procedentes de los transportadores de
la cadena respiratoria que escapan de ésta, la cual es responsable de la formacion del
anion O, ~, que por accion de la SOD se convierte en H,O- y éste a « OH mediante la
reaccion de Fenton (Maldonado, O. 2010).
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CADENA TRANSPORTADORA DE
ELECTRONES

O — O, Radical superdxido

‘-. 2H"

O, J
O, SUPEROXIDO

DISMUTASA

H,0,

IGEH  CSSH

Fe*?
Reavcion
de Fenton FC‘3

H,O H,O

OH+ OH Radical
hidroxilo

GLUTATION
PEROXIDASA

Figura 2. Cadena transportadora de electrones en la membrana mitocondrial, que constituye la
via de formacién de radicales libres derivados del oxigeno. (Ceballos, G. 2010).

2.3 Sistemas de defensa antioxidante

La capacidad antioxidante celular esta dada por mecanismos a través de los cuales la
célula anula la reactividad y/o inhibe la generacién de radicales libres.

En el organismo existen dos tipos de mecanismos para la transformacién de radicales
libres a moléculas estables: enzimaticos y no enziméaticos (Lépez, L. 2014).

Tabla 2. Principales oxidantes, prooxidantes y antioxidantes en las células de los
mamiferos (Cardenas, N. 2008).

Peroxinitrito Enziméticos

Radical hidroxilo Superoxido dismutasas
Radical alquilo Catalasa

Radical peroxilo Glutation peroxidasas
Radical alcoxilo No enzimaticos
Hidroper6xidos organicos Glutation reducido
Oxigeno singulete A-tocoferol
Prooxidantes Acido ascérbico

Radical superéxido
Per6xido de hidrégeno
Oxido nitrico
Ubisemiquinona

La familia de glutation peroxidasa (GPx) se encargan de reducir al H.O- y a los acidos
grasos a hidroperéxidos, para lo cual utilizan electrones procedentes de la oxidacion
del glutatién, que actia como coenzima. Como resultado, el GSH se oxida a GSSG,
por lo que, para volver a tener actividad antioxidante, éste debe volver a reducirse otra
vez a GSH, lo que se lleva a cabo por la enzima GSSG reductasa a expensas de
NADPH, en lo que se conoce como un ciclo redox. (Lépez, L. 2014;Cérdenas, N.
2008).
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Dentro de las células el GSH se encuentra principalmente en mitocondrias, reticulo
endoplasmico y nucleo, es aqui donde se observa un aumento de su concentracion en
la apoptosis o muerte celular programada.

Puesto que la mitocondria es un organelo esencial para el mantenimiento de la funcién
celular, el GSH mitocondrial es conocido como un antioxidante vital que regula las vias
de muerte celular, asi como la progresion significativa de las enfermedades. Ademas,
el GSH también funciona como coenzima para otras enzimas antioxidantes, como las
glutarredoxinas y las tiorredoxinas (Fernandez, J. 2008).

La sintesis de GSH ocurre en dos etapas y depende de la disponibilidad de sustratos y
de los mecanismos regulatorios. El paso de regulacion en la sintesis ocurre a nivel de
la enzima gamma-glutamil cisteinil sintetasa (YyGCS), donde el GSH ejerce el feed back
negativo (Figura 3).

—— | Qlutamil

5-owoproling - 9GCT == 9GT === == Cistinil-glicina

aminodcido .}
* Degradacion T
E-UX-D‘P.I"D.HHESE ............................................................. Hc-.:upc-ra.:ic.n de
* T aminodcidos
Sintesis de novo

glutamato—s HGECS—#= yglutamil-cisteina —= 965 —== GSH

f f

Cisteina Glicina

Figura 3. Metabolismo basico del GSH (Sarrasague, M. 2006)

2.4 Tratamientos

Actualmente como principales tratamientos para enfermedades cardiovasculares
causadas por estrés oxidativo se ha propuesto una dieta rica en antioxidantes para
prevenir o disminuir el deterioro celular del organismo, asi como el uso de diferentes
farmacos. Dentro de los cuales se encuentra principalmente la vitamina E, la albumina,
el alopurinol, la nimodipina (Leén, D. 2000).

Sin embargo, estos dependeran del padecimiento que se presente. En la actualidad
existen cuatro familias de medicamentos recomendados en el manejo cronico de la
cardiopatia isquémica (Tabla 3) : el acido acetilsalisilico (AAS), beta blogueadores,
estatinas, inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECA/antagonistas
del receptor de angiotensina 2 -ARA2) y los inhibidores de la aldosterona; al intervenir
en la modulacién del sistema renina-angiotensina-aldosterona previenen el
remodelado ventricular, conservan la fraccion de eyeccion y, en definitiva, reducen la
mortalidad.(Bellera, R. 2006;Jaramillo, M. 2018).

No obstante la eficacia de estos tratamientos dependera de mdltiples causas, como el
inicio precoz o tardio de la intervencidn, dosis insuficientes, monoterapia o
combinaciones, variabilidad biolégica o clinica, entre otros (Sanchez, V. 2013).
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Tabla 3. Tratamiento farmacol6gico en cardiopatia isquémica

Acido acetil | Impide la agregacion plaquetaria | 7 Alergia al acido
salicilico mediante la inhibicion irreversible de acetilsalicilico (AAS),
la COX-1 por acetilacion de la enzima
bloqueando la conversion de acido | #¢ Ulcera péptica activa y
araquidoénico en el sangrado activo.
tromboxano A2 (protrombdtico).
Beta bloqueadores | Unién selectiva, reversible y | #¢ Bradiarritmias
competitiva con los receptores f3-
adrenérgicos, ayudando al 76 Broncoconstriccion.
control de la isquemia de estrés
y mejorando la capacidad de

esfuerzo.
Estatinas Reducen la sintesis de colesterol y | #& Miopatia con
aumentan los receptores de LDL y el rabdomidlisis

catabolismo de LDL. También inhiben
la  proliferacion de fibroblastos, | #¢ Fallo renal secundario.
factores proinflamatorios y
protrombdéticos, mejoran la funcién
endotelial y la sintesis de Oxido
nitrico.
IECA/ARA Reducen los eventos isquémicos y 76 Hipotension,
la necesidad de revascularizacion en | 78 Tos seca
pacientes con enfermedad coronaria | #¢ Disminuciéon de la
establecida sensibilidad al gusto.
76 Erupciones cutaneas y
angioedema.

2.5 Tratamientos no convencionales

2.5.1Nanomedicina

Debido a sus propiedades derivadas del tamafio, las nanoparticulas (NP) ofrecen la
posibilidad de desarrollar nuevas herramientas para el diagnéstico y tratamiento de las
ECV. Entre las potenciales aplicaciones clinicas se encuentra la liberacion dirigida y
controlada de farmacos para maximizar la actividad terapéutica y minimizar los efectos
adversos, ademas de la capacidad para actuar a bajas dosis y aumentar la ventana
terapéutica, las NP pueden provocar respuestas al estrés celular que compensen los
mecanismos sistémicos por mas tiempo. (Vélez, J. 2018).

2.5.2 Ozonoterapia

Actualmente se han realizado diversos estudios evaluando la ozonoterapia como
tratamiento en la insuficiencia cardiaca cronica debido a las propiedades terapéuticas
gue presenta, dentro de las cuales destacan: mejorar el metabolismo del oxigeno,
modular el estrés oxidativo biolégico y dafio por isquemia reperfusion, modular el
sistema inmunoldgico, intervenir en la sintesis y/o liberacion de autacoides (sustancias
enddégenas con diversas acciones fisiologicas y farmacologicas), regular el
metabolismo, ademés de ejercer un gran efecto germicida (Travagli, V. 2010; Sagai,
M. 2011; Borroto, V. 2018).
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La ozonoterapia resulta muy util como coadyuvante en el control de la cardiopatia
isquémica, y ha sido demostrada su utilidad para el tratamiento de diversas
enfermedades ademas de su adecuado margen de seguridad (Borroto, V. 2018).

2.5.3 Dispositivos

El CDI (Desfibrilador cardioversor implantable) estd recomendado en cardiopatia
isquémica (al menos 6 semanas después de un infarto agudo de miocardio) para
reducir la muerte subita en pacientes con falla cardiaca sintomatica, fraccion de
eyeccion del ventriculo izquierdo < 35% después de = 3 meses de terapia médica
Optima quien se espera que sobreviva por al menos 1 afio con un buen estado
funcional. (Jaramillo, M. 2018)

2.6 Nanotecnologia

La nanotecnologia es el area del conocimiento que trata acerca del saber y el control
de la materia en dimensiones cercanas al intervalo de 1 a 100 nm (Figura 4). En esta
escala la materia o materiales muestran caracteristicas y aplicaciones nuevas a las ya
tradicionales o conocidas. La nanotecnologia comprende la representacion gréfica, la
medicion, el modelado y la manipulacion de la materia en una escala nanométrica.
(Villafuerte, L. 2009)

Glucosa Proteina ADN Virus Célula Grano de sal Pelota de tenis

(4 .

10 102 10° 10¢ 10° 10¢ 107 108
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- > - a” ’:“‘
N _ i B e &% 8
. \.\‘ /’.;;,»/ ; : - {‘-;- g
2 ; Punto NP
Micela Liposoma Dendrimero NP metalica : . Fullereno
cuantico poliméricas

Figura 4. Escala nanométrica que muestra el tamafio de las nanoparticulas mediante
comparaciones. . (Prior, A. 2018)

La importancia de la nanotecnologia farmacéutica para la terapia con farmacos reside
en la posibilidad de suministrar tanto farmacos de bajo peso molecular, asi como
macromoléculas como los péptidos, proteinas y genes, de manera localizada o
dirigida, hacia un cierto tejido de interés. Esta rama de la nanotecnologia se enfoca al
desarrollo de formulaciones de agentes terapéuticos en nano-complejos
biocompatibles entre los que se cuentan las nanoparticulas, las nano-capsulas, los
sistemas micelares, los dendrimeros, los fulerenos o nanoestructuras de carbono, los
puntos cuanticos, los nanocomponentes derivados de la bioimitacién o biomimética y
los productos conjugados derivados de los anteriores ( (Villafuerte, L. 2009).
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Idealmente, los sistemas direccionados deben ofrecer dos caracteristicas particulares:

"™~ Conducir el farmaco o la molécula biolégicamente activa a su lugar de accién o
de absorcion, minimizando su degradacion prematura y/o su distribucion hacia
tejidos no diana.

@7 Controlar la liberacién del farmaco, para que Unicamente se produzca en el
lugar de accién o de absorciéon (Martinez, P. 2018).

2.6.1 Nanoparticulas

2.6.1.1 Definicién

Las nanoparticulas (NP) se definen como un objeto pequefio que se comporta como
una unidad completa en términos de su transporte y propiedades. Se pueden clasificar
segun su tamafio y el didmetro (Prabhu, V. 2018).

La caracteristica de una NP reside en el hecho de que la mayoria de los atomos
constituyen la superficie, por tanto, las NP tienen superficies de intercambio muy
grandes, varios cientos de metros cuadrados por gramo de particulas. Esta superficie
de intercambio es muy importante ya que da a las NP sus propiedades fisicas y
gquimicas especificas que pueden causar efectos biol6gicos Unicos (Herrera, J. 2017).

En el ambito farmacéutico, comlinmente se consideran estructuras nanométricas
aquellas que tienen un tamafo inferior a una micra y que forman dispersiones
coloidales, y estructuras micrométricas aquellas de tamafio superior a una micra e
inferior a un milimetro. Los productos resultantes de estos procesos reciben la
denominacién de micro o nanoparticulas y micro o nanocapsulas, dependiendo de su
estructura interna (Remuian, C. 2017).

2.6.1.2 Tipos de nanoparticulas
Segun el método de preparacién, existen dos tipos de nanoparticulas poliméricas:
nanoesferas y nanocapsulas (Figura 5).

& Nanoesferas: Son sistemas matriciales esféricos, que tienen el agente activo
disperso en una matriz polimérica de manera homogénea.

@~ Nanocdpsula: Son sistemas vesiculares que rodean el agente dentro de una
cavidad rodeada por una cubierta polimérica, que controla su liberacion
dependiendo de su naturaleza.
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Figura 5. Representacion esquematica de las estructuras resultantes de un proceso de micro o
nanoencapsulacion. (Cortez, P. 2015).

Estas diferencias hacen que ambos tipos de nanoparticulas tengan distintas
propiedades en cuanto a la forma de liberar su contenido. La seleccion de la NP
dependerd del método de elaboracion, las propiedades quimicas, fisicas y
caracteristicas del farmaco a encapsular (Urrejola, M. 2018).

2.6.1.3 Materiales utilizados en la nanoencapsulaciéon de farmacos
Los materiales capaces de constituirse en micro y nanoparticulas se clasifican en tres
categorias: Lipidos, proteinas y polisacaridos (Tabla 4).

"™~ Lipidos: Se utilizan desde hace tiempo en microencapsulacion. Presentan
caracteristicas anfipaticas, que las dotan de capacidad tensoactiva y de
propiedades de autoasociacion, por lo que resultan muy Utiles en
nanoencapsulacion.

@~ Proteinas: Las proteinas purificadas de origen natural pueden emplearse para
formar micro y nanoparticulas. La gelatina fue el primer material utilizado en
microencapsulacién y sigue presentando en la actualidad un importante
potencial, al igual que la albimina.

@7 Polisacaridos : Debido a su gran versatilidad, son los materiales mas utilizados
tanto en micro como en nanoencapsulacién. Dentro de ellos se pueden
distinguir polimeros naturales, semisintéticos y sintéticos:

a) Naturales: Son de naturaleza polisacérida debido a que presentan una
gran capacidad mucoadhesiva, de gelificacion y una cierta funcionalidad
biol6gica como unirse de manera especifica a ciertas proteinas o con
receptores celulares.

ég Ana Paula Rodriguez Ortiz 27



b) Semisintéticos: Engloban los derivados celulésicos de los cuales existe
una amplia variedad en el mercado con diferentes caracteristicas de
solubilidad.

c) Sintéticos: Son los poliésteres y los derivados acrilicos. Los poliésteres
son polimeros de cardcter biodegradable, los mas ampliamente utilizados
en micro y nanoencapsulacion son el poli (acido lactico) (PLA) y los
copolimeros del &cido lactico y del &acido glicélico ya que son
biodegradables y estdn reconocidos como seguros. Estos polimeros son
hidréfobos, mientras que sus productos de degradacion, son hidréfilos y
facilmente eliminables del organismo por filtracion glomerular. La velocidad
de liberacion del principio activo encapsulado puede controlarse en virtud
de la seleccién del polimero que presente una adecuada velocidad de
degradacion (Remufian, C. 2017).

Tabla 4 . Materiales utilizados en micro y nanoencapsulacion de farmacos. (Remufan,
C. 2017)

Lipidos Cera de carnauba,cera de abeja, alcohol estearilico, &acido esteérico,
gelucires, fosfolipidos, acidos grasos, glicéridos ,lipidos catiénicos.
Proteinas Gelatina, albumina, fibroina, caseina, protamina, poliaminoacidos.

Polimeros | A) Polimeros naturales (polisacaridos): quitosan, alginato, acido hialurénico,
glucomanano, dextrano, goma arabica,

B)Polimeros semisintéticos:  Carboximetilcelulosa, hidroxietilcelulosa,
metilcelulosa, etilcelulosa, acetobutirato de celulosa, acetoftalato de
celulosa.

C)Polimeros sintéticos:

7 Poliesteres: acido poli-lactico (PLA), copolimeros del &cido lactico y
acido glicdlico: (acido poli-lactico)-coglicélico(PLGA),
poliepsiloncaprolactona

7 Derivados acrilicos: Eudragits: poli(met)-acrilatos o copolimeros de &cido
acrilico y 4cido metacrilico)

Polietilenglicol, plianhidros, poliaminoacidos

7% Dendrimeros:  poliamino  dendrimeros  (PAMAN), dendrimeros

PEGilados.

"
€

=

2.6.1.4 Métodos de preparacion

Existen numerosos métodos para la sintesis de NP que permiten el encapsulamiento
de moléculas hidréfobas e hidrdfilas.

Los procedimientos a utilizar en la nanoencapsulacién se determinan principalmente
por la naturaleza del material de recubrimiento y las caracteristicas fisicoquimicas del
principio activo. Para la seleccién del método también se deben tomar en cuenta
aspectos economicos y medioambientales relacionados con los materiales y las
condiciones de fabricacion y almacenamiento asi como la via por la que se pretende
administrar las nanoparticulas.
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2.6.1.4.1Polimerizacion

Estos métodos, que tienen como factor comun el desencadenamiento de una reaccion
de polimerizacion, se pueden dividir fundamentalmente en polimerizacion in situ y
emulsién-polimerizaciéon (Remufian, C. 2017).

@ Polimerizacion in situ: Se basa en la formacion de una emulsion de monémero
y farmaco en una fase externa en la que el monémero debe ser insoluble. El
mondémero se polimeriza en este sistema disperso y se forman las
nanoparticulas solidas.

&7 Emulsion-polimerizacion: Se utiliza para la formacion de nanocapsulas de
policianoacrilatos. En este método una mezcla de aceite, monémero y etanol
se inyecta sobre una fase acuosa. La dispersion de la fase organica producida
por la difusion instantéanea del etanol es seguida por una rapida polimerizacion
de los cianoacrilatos en la interfase, catalizada por los iones presentes en el
agua. El resultado es la formacién de nanocapsulas constituidas por un nacleo
de aceite y una capa polimérica de policianoacrilatos

2.6.1.4.2 Emulsién/evaporacion

Consiste en la emulsion de dos fases, una acuosa con un agente emulsionante, y una
fase organica inmiscible en agua, con un principio activo (PA) y un polimero que
formara la matriz. Para formar una fase dispersa homogénea se requiere de una
fuente de energia que puede ser una sonda de ultrasonido o un sistema de agitacién
mecanica de velocidad variable. Formada la emulsién, comienza la evaporacion del
solvente organico, que debe ser adecuadamente volatil. El polimero precipita
encapsulando principios activos hidréfobos, la polimerizaciéon de una emulsién permite
crear nanoparticulas de tamafio y morfologia controlada, para la ejecucion y sintesis,
en emulsiones o en soluciones que forman micelas seguido de oxidacion,
polimerizacién y cubierta (SolGel) (Figura 6) (Urrejola, M. 2018).

sonda(sonificacién)
0 Agitacidon mecanica

|
Nanoparticulas
[ A poliméncas
I ™ |
[
Fase organica

. - . Fase dispersa:
Principio s )
l activo + Polimero

[ i 1 +PA D" I
e, QO O] | isorvente
Fase acuosa :?:1510“ oW — organico
mas emulgente () .

Evaporacion

Figura 6. Método de Emulsion/ evaporacion.

2.6.1.4.3 Difusion de emulsificacién

Utiliza un solvente parcialmente soluble como acetona, en el que se disuelven
polimeros o compuestos bioactivos, después, se emulsionan en una fase acuosa que
contiene un estabilizador que evita la agregacion de las gotas en la emulsién. Por
ultimo, se agrega agua a la emulsion para que se disuelva el solvente y se precipitan
las nanoparticulas (Figura 7) (Urrejola, M. 2018) .
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Fase orgamica
Solvente +

[_ Polimero

— Hidrofobo
Fase acuosa

mas solvente

Nanoparticulas
Fase acuosa + polimericas

Estabilizador

Figura 7. Método de difusion de emulsificacion

2.6.1.4.4 Nanoprecipitacion:

En este método, moléculas bioactivas y el polimero se disuelven en acetona y se
afiade una solucion acuosa que contiene tensoactivos, la acetona es evaporada y las
nanoparticulas permanecen en una suspension acuosa (Figura 8) (Urrejola, M. 2018)

Solucién acuosa:
Tensioactivos

Suspensién
acuosa de
nanoparticulas

Fase organica:
Solvente ottt
+ Polimero |
hidré6fobo
Evaporacién del
solvente

~,
Fase acuosa

Figura 8. Método de nanoprecipitacion.

2.6.1.4.5 Doble o miiltiple emulsion

Este método ha permitido encapsular moléculas hidréfilas gracias a la doble emulsién.
Aqui, una molécula hidréfila se une a un surfactante y se disuelven en agua. La
emulsién esta compuesta por la dispersién de la fase acuosa en una fase organica,
que presenta un polimero disuelto. Finalmente, la emulsion es sometida a
evaporacion, sin embargo, este procedimiento suele ser toxico, lo que puede afectar la
estabilidad de algunos componentes (Urrejola, M. 2018).

2.6.1.4.5 Método de “Salting-out”

Este método se basa en la disolucién de un polimero hidréfobo en un disolvente
totalmente miscible en agua. Esta disolucién se emulsifica en el seno de una fase
acuosa saturada de sal que no permite la difusion del disolvente por un efecto
“salating-out”. La precipitacion del polimero se produce al diluir esta emulsion con
agua, lo que dispara la difusion instantanea del disolvente hacia la fase continua. Para
este método en general es necesario afiadir tensoactivos a la fase acuosa para
estabilizar la emulsién (Figura 9) (Remudan, C. 2017).
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solucidén organica:
Polimero + farmaco en
acetona.

Agua

OO

00 O

590
so0lucion acuosa:
Tensoactivo + agente! Q O

salting out

Figura 9. Método de “salting out”

2.6.1.4. 6 Gelificacién ionica

Difusion de 1a
acetona en la
fase acuosa

El método de gelificacién se basa en la utilizacion de macromoléculas capaces de
gelificar tras la adicion de iones multivalentes que tienen carga opuesta a las
macromoléculas. Bajo condiciones determinadas de dilucion de las macromoléculas y
los iones, se producen nucleos de gelificacion nanométricos en el seno de la fase
continua. Este método se ha empleado fundamentalmente con el polimero quitosano y
el ion tripolifosfato, aunque también se ha aplicado a otros sistemas como el

alginato/calcio.

Generalmente se recurre a la gelificacion del polisacéarido alginato sédico (polianion)
con cloruro célcico (cation). En otras ocasiones se utiliza el quitosano (policatién) y

tripolifosfato pentasddico (anién) (Remufan, C. 2017).

@ Principales ventajas:
-Sencillez
- Agitacion suave

-Evita el uso de solventes organicos

-Es uno de los pocos métodos eficaces para la encapsulacion de macromoléculas

hidrdfilas.

"¢ Desventajas:

-Reducida variedad de polimeros a los que pude ser aplicado

- Tendencia a formar particulas de tamafio elevado (generalmente superior 200 nm)

-Escasa utilidad con farmacos hidréfobos.
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2.6.1.5 Caracterizacion

Existen diversas técnicas para llevar a cabo la caracterizacibn de nanoparticulas.
Dentro de los principales pardmetros que deben ser caracterizados se encuentran el
tamafio de particula, potencial z y area de superficie (Tabla 5).

Tabla 5. Diferentes técnicas empleadas en la caracterizacion de sistemas
nanoparticulados.

Tamanfo de particula SEM, TEM,ESEM,AFM,PCS

Cristalinidad XRD, DSC

Potencial Zeta Electroforesis, Anemometria laser
doppler

Area de superficie BET

Andlisis elemental Espectroscopia de fotoelectrones

generados por rayos x (XPS).
Espectroscopia de resonancia magnética
nuclear de protén (H-NMR)

2.6.1.5.1 Tamariio y morfologia
El tamafio puede ser determinado por diferentes técnicas, de acuerdo con el didmetro
aproximado de las nanoparticulas (Tabla 6).

El tamafio de los sistemas nanoparticulados puede ser evaluado mediante
microscopia electronica o difractometria de laser (light scattering), debido a que la
microscopia Optica convencional esté limitada a una resolucién de 1 pm.

En particular, la microscopia electrénica de barrido (Scanning Electron Microscopy-
SEM), ademas del tamafio, permite estudiar la morfologia de las nanoparticulas. En
esta técnica, la muestra es recubierta (con oro o platino) y utilizada como conductor
eléctrico. Los electrones emitidos de la muestra nanoparticulada bajo un vacio elevado
son detectados y se forma la imagen.
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La microscopia electrénica de transmision (Transmission electron microscopy-TEM) es
ampliamente utilizada para la caracterizacion de nanoparticulas, debido a que permite
la visualizacién directa y la medida de las estructuras coloidales. No obstante, como la
cantidad de muestra que puede ser visualizada es muy limitada, resulta conveniente
utilizar técnicas complementarias como la ultracentrifugacién o medidas de difraccién
laser (LD) que aportan informacion sobre el diametro medio de las particulas y el
indice de polidispersion (Rocha, F. 2009;Alvarez, C. 2017).

Otro método utilizado para la determinacion del tamafio de nanoparticulas es la
espectroscopia de correlacién de fotones (PCS), técnica basada en la difractometria
de laser, es ampliamente utilizada en la determinacion del tamafio de nanoparticulas.

Tabla 6 . Diferentes técnicas empleadas en el analisis del tamafio de particulas.

SEM Microscopia
electrénica
(barrido
electronico)
TEM Microscopia
electronica
transmisién
(electrénica)

ESEM Microscopia

electréonica

LD Difraccion de

laser

PCS Espectrosco-
pia de
correlacion de

fotones

50nm-100um

50nm-100pm

50nm-100pm

0.5-900 pm

0.01-1um

Apariencia
tridimensional y
morfologia de la
muestra.

Mayor capacidad de
aumento y mayor

resoluciéon que la
SEM
No necesita de

recubrimiento
conductor.

Permite trabajar en
modo de bajo vacio.
Elevada resoluciény
gran profundidad de
campo

Amplio rango
dinamico.
Mediciones rapidas
Repetibilidad
Retroalimentacion
Instantanea

Alto rendimiento de
muestras

No requiere
calibracién

Técnica reconocida
por
1ISO13320(2009).
Es una técnica

rapida, precisa y que
puede ser utilizada
en una escala
nanomeétrica de

Delicada preparacion
de la muestra y su
influencia en el
resultado.

Necesita alto vacio.
Delicada preparacion
de la muestra y su
influencia en el
resultado.

Apariencia
bidimensional.
Necesita alto vacio.
Complejidad de
operacion.

La determinacion de
tamafios de particula
inferiores se encuentra
dificultada.

La mayor parte de los
programas presupone
gue las particulas
presentan forma
esférica, por lo que en
los resultados se
mezclan tamafio de
particula 'y  forma,
cuando el producto
analizado esta
compuesto por
particulas irregulares.
Si la muestra es
polidispersa, esta
técnica puede dar lugar
a resultados inexactos.
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amplio rango.

2.6.1.5.2Potencial Zeta

El potencial zeta proporciona informacion sobre la carga superficial de las
nanoparticulas, que condiciona las interacciones de las mismas con membranas
celulares. El potencial zeta puede determinarse mediante anemometria laser Doppler
0 por técnicas electroforéticas empleando la ecuacién de Smoluchowski. Este
parametro describe el comportamiento de una dispersion coloidal estabilizada
eléctricamente. Valores alrededor de +/- 30 mV son tipicos de sistemas coloidales
estables. La formacion de agregados suele ocurrir cuando las fuerzas de van der
Waals son dominantes, lo que resulta en una reduccion de los valores del potencial
zeta y la pérdida de estabilidad del sistema. El potencial zeta también depende de las
condiciones del medio de dispersién, sobre todo de la concentracion de electrolitos y
del pH (Rocha, F. 2009).

2.6.1.5.3 Eficiencia de encapsulacion

La eficiencia de encapsulacién (%) es la relacion entre la cantidad encapsulada del
farmaco y la cantidad total del farmaco afiadido en la preparacion. El contenido en
principio activo revela la cantidad real del farmaco encapsulado por unidad de masa
del polimero o de la mezcla polimérica empleada en la formulacion. Los
procedimientos para la determinacion de la eficiencia de encapsulacién y del contenido
en principio activo dependeran del polimero utilizado y del farmaco encapsulado. En
general, el contenido en principio activo se determina tras la disolucion de las
nanoparticulas en un disolvente apropiado seguido de la ultracentrifugacién o
ultrafiltracion de las mismas. El farmaco se cuantifica empleando distintos métodos
dependiendo de la naturaleza del principio activo (espectrofotometria-UV, HPLC,
ELISA, etc.) (Rocha, F. 2009).

2.6.1.2 Nanoparticulas de quitosan-GSH

Desde el punto de vista fisicoquimico, el quitosan es un biopolimero hidrosoluble que
puede formar peliculas, hidrogeles, andamios porosos, fibras, micro y nanoparticulas
en condiciones y medio acido suaves. Ademas, el caracter policationico le confiere al
quitosan alta afinidad para asociar macromoléculas terapéuticas (p. €j. insulina, pADN,
siARN, heparina, etc.) y antigénicas, a las cuales protege de la degradacion
enzimatica e hidrolitica. Dentro de sus propiedades bioldgicas se ha demostrado que
el quitosan es mucoadhesivo, biocompatible, biodegradable, no toxico y facilita la
absorcion de macromoléculas, transportandolas a través de las barreras de las
mucosas debido a su tamafio (Goycoolea, F. 2009; L6pez, L. 2014).

Las nanoparticulas de quitosan tienen la capacidad de unirse a cationes en medios
neutros o débilmente acidos, esto debido a su alta capacidad hidrofobica
consecuencia de un largo niamero de grupos hidroxilos; asi como, su estructura de
cadenas poliméricas flexibles las cuales favorecen la formacion de complejos con los
cationes (L6pez, L. 2014). Es importante mencionar que las nanoparticulas de
quitosan tienen propiedades fisicoquimicas interesantes en relacion al tamafio,
estabilidad, adsorcion, alta reactividad y facilidad de alcanzar los tejidos diana. Este
tipo de nanoparticulas es mas ventajoso a la hora de cargar, transportar y liberar
farmacos en comparacion a materiales de escala micrométrica (Carmona, E. 2018).
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Figura 11. Estructura quimica del quitosan en proyeccién de Haworth. (Contreras 2015)

El glutation (GSH) es una molécula soluble en agua ubicua que se encuentra en
concentracion milimolar en muchos tejidos y células. Es el péptido intracelular de bajo
peso molecular mas abundante que contiene un grupo tiol. Esta funcion tiol es
fundamental para la actividad biologica de GSH.

Se sabe que tiene funciones fisioldégicas multifacéticas que incluyen la modulacion de
la transduccion de sefiales reguladas por redox, el almacenamiento y trasporte de
cisteina, la regulacion de la proliferacion celular, la sintesis de desoxirribonucleétidos,
la regulacién de la respuesta inmune y a regulacion del metabolismo de leucotrienos y
prostaglandinas, sin embargo lo mas importante es que el GSH y el metabolismo
asociado a GSH proporcionan la principal linea de defensa para la proteccion de las
células contra el estrés oxidativo (Schmitt ,B. 2015)

Varios estudios mostraron que los niveles plasmaticos de GSH disminuyen con la
edad. Este deterioro de la homeostasis del GSH podria participar, con otros eventos
fisiolégicos, en el proceso de envejecimiento y la aparicion de enfermedades
relacionadas con la edad. Por lo tanto, la suplementacion dietética con antioxidantes
se ha estudiado ampliamente como una forma potencial de prevenir estas
enfermedades al contrarrestar los efectos negativos del estrés oxidativo (Schmitt,B.
2015).

Sin embargo, la administracién de GSH por via oral como ingrediente alimentario ha
sido limitada debido a su baja biodisponibilidad dada por la degradaciéon de GSH por la
enzima intestinal y-glutamil transpeptidasa, asi como su baja captacién celular debido
a su baja liposolubilidad y su inestabilidad(Valdez, R. 2017 & Rotar, O. 2014).

El uso de nanoparticulas como sistema de trasporte de farmacos y biomoléculas ha
sido de gran ayuda para poder llevar estas moléculas a lugares especificos,
protegiéndolos de degradaciones enzimaticas, como es el caso del glutation (Valdez,
R. 2017).

2.7 Cultivos celulares

Actualmente se entiende por cultivo celular al conjunto de técnicas que permiten el
mantenimiento de las células “in vitro”, manteniendo al maximo sus propiedades
fisioldgicas, bioguimicas y genéticas.

Los cultivos celulares se definen como el crecimiento de microorganismos como las
bacterias y la levadura, o de células humanas, vegetales o animales en el laboratorio.
Los cultivos celulares pueden usarse para diagnosticar infecciones, para probar
medicamentos nuevos y para la investigacion.
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2.7.1 Tipos de cultivo celular

2.7.1.1 Cultivo de 6rganos

Se coloca el érgano sobre una rejilla situada en la interfase liquido-gas de un medio
del que obtiene los nutrientes y al que puede liberar los desechos. Este tipo de cultivo
permite mantener, al menos en parte, la arquitectura caracteristica del tejido “in vivo”.

Se conservan las interacciones histologicas y, gracias a ello, este tipo de cultivo
permite mantener los tipos celulares diferenciados, por lo que representan una buena
réplica del tejido de origen. Sin embargo, no crecen mucho (la proliferaciéon celular se
limita a las células embrionarias de la periferia) y no se pueden propagar. Una de la
desventaja de este tipo de cultivos es la necesidad de un nuevo explante para cada
experimento lo que supone mucho més trabajo y una limitada reproducibilidad de la
muestra. Cuantificar es dificil y la cantidad de material que se puede cultivar es
reducida.

Cultivo de érganos

I

Tejido en una interfase
gas-liquido;la estructura
histolégica se mantiene

Figura 12. Representacion esquematica de cultivo
de 6rganos

2.7.1.2 Explantes primarios

Se coloca un fragmento de tejido o de érgano en la interfase soélido-liquido de un
soporte de vidrio o de plastico. Las células se adhieren a la superficie permitiendo que
las células localizadas en la periferia del explante se desprendan, migren y proliferen
por la superficie del soporte.
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Cultivo de explantes

el T

Tejido en una interfase
solido-liguido; las células
migran formando una
capa

Figura 13. Representacion esquematica de cultivo de
explantes

2.7.1.3 Cultivo celular primario

Se puede obtener a partir de explantes primarios o de suspensiones de células
disgregadas. La disgregacion celular se realiza por métodos enziméticos 0 mecanicos.
En estos cultivos se pierden las interacciones célula-célula y las interacciones de la
célula con la matriz extracelular. Sin embargo, las células son capaces de proliferar y
la poblacién celular crece notablemente.

Existen dos tipos de cultivo celular primario:

&% Cultivos en monocapa: Las células crecen adheridas sobre un soporte sélido
(plastico o vidrio). El anclaje al sustrato es un prerrequisito para la proliferacion
celular. Es el método utilizado para la mayoria de las células excepto para las
hematopoyéticas.

@~ Cultivos en suspension: Las células se encuentran dispersas en el medio de
cultivo. Su crecimiento no depende del anclaje. Este tipo de cultivo se restringe
a las células hematopoyéticas, células madre, lineas celulares transformadas y
células tumorales. Alcanzan la confluencia cuando el nimero de células es
grande y los nutrientes son insuficientes.
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Cultivo de células
disociadas

7 9

[—

Tejido disgregado; las
células forman una
monocapa en interfase
solido-liquido

Figura 14. Representacién esquematica de cultivo celular primario

2.7.1.4 Cultivos histotipicos y organotipicos

Los cultivos histotipicos son cultivos de un solo tipo celular que consigue alcanzar una
elevada densidad celular (tal y como ocurre en los tejidos). Los cultivos organotipicos
constan de varios tipos celulares que interaccionan entre si de una forma que intenta
parecerse lo méas posible a la original. El érgano se mantiene en un medio del que
obtiene los nutrientes, donde libera los desechos y en el que mantiene su estructura
tridimensional. Estos cultivos permiten mantener los tipos celulares diferenciados y es
por ello una buena réplica del tejido de origen, pero no permite su propagacion. La
imposibilidad de propagacion obliga, en cada nuevo experimento, a partir de nuevo
material animal lo que conlleva una elevada heterogeneidad (Reyes, L. 2017).

El objetivo final de este tipo de cultivos es la creacion “in vitro” de tejidos u érganos
completamente funcionales que puedan ser utilizados en injertos 0 en transplantes.
Los cultivos organotipicos constituyen la base de una nueva disciplina denominada
ingenieria de tejidos (Garcia 2002).

Tabla 7. Ventajas y limitaciones de cultivo organotipico (Onscience 2018)

’g% Células en contacto entre si por g@ Disfuncion de nutrientes y oxigeno
varias caras

da Representa con mas facilidad la de Alteraciones genéticas asociadas al

realidad “in vivo” cultivo

de Mejoran los ratios de crecimiento de Limitaciones técnicas en
en cultivos de células microscopia para su observacion y
mesenquimales seguimiento.

g% Buenos simuladores de

dormancia, hipoxia, etc.
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Cultivo
organotipico

Diferentes células co-
cultivadas con y sin
matriz; recreando una
estructura organotipica

Figura 15. Representacion esquemética de cultivo organotipico

2.7.2 Aplicaciones del cultivo celular

Los cultivos celulares se utilizan tanto en la investigacion basica como en la aplicada.
En la investigacion basica, permiten estudiar fenémenos complejos como, por ejemplo:

@ La actividad intracelular: transcripcion de DNA, sintesis de proteinas,
metabolismo energético, ciclo celular, diferenciacion, apoptosis, etc.

~* El flujo intracelular de biomoléculas: procesamiento del ARN, el movimiento
del ARN desde el nucleo hacia el citoplasma, el movimiento de las proteinas
hacia diversos organulos, el ensamblaje y desensamblaje de los microtibulos.

@ Gendmica y protedmica: andlisis genético, infeccion, transformacion celular,
inmortalizacidon, senescencia, expresion génica, rutas metabdlicas.

~#* Ecologia celular: el estudio de las condiciones ambientales responsables del
mantenimiento de la funcionalidad celular y de su diferenciacion, el estudio de
las necesidades nutricionales, la cinética de la poblacion celular.

@~ Las interacciones celulares: morfogénesis, proliferacion celular, adhesion
celular, interacciones con la matriz, invasion celular.
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En la investigacion aplicada, las técnicas de cultivo celular utilizan en é&reas tan
diversas como:

& Virologia: Cultivo de virus animales y de plantas, produccion de vacunas.

@7 Biotecnologia: produccion industrial de farmacos en biorreactores (interferén,
insulina, hormona de crecimiento.)

"¢ Farmacologia: Efecto de diversos farmacos, interacciones con el receptor,
fenédmenos de resistencia.

2" Inmunologia. Produccibn de anticuerpos monoclonales, sefializacion,
fenédmenos de inflamacién.

“™@” Toxicologia: citotoxicidad, mutagénesis, carcinogénesis.

~#* Ingenieria de tejidos. Produccion de tejidos artificiales (piel, cartilagos) para el
tratamiento de quemados, injertos o autotransplantes, desdiferenciacion y
diferenciacion inducida.
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2.7.3 Ventajas y limitaciones

Tabla 8. Principales ventajas y desventajas de la utilizacion de la técnica de cultivos
(Garcia, JM. 2002)

’g@ Control del medio extracelular. ’g@ Excesiva

g

g

Podemos controlar en un cultivo
distintos factores como: pH,
temperatura, humedad, presion
osmotica, tensiones de O, y de
CO,, concentracion de nutrientes,
etc.

Homogeneidad de la muestra. Las
células de un cultivo son bastante
homogéneas en comparacion con
la variabilidad existente entre
animales de experimentacién.

Disminucién del gasto. Si se
experimenta con farmacos, al
utilizarse cultivos de células se
utilizan concentraciones muy bajas
de dichos productos.
Recientemente la utilizacion de
sistemas robotizados que utilizan
pequefios volumenes, permite la
realizacién de determinados
trabajos que necesitan un gran
namero de determinaciones
repetitivas en diferentes tiempos o
con diferentes concentraciones de
productos.

@é@ Disminucién de la necesidad de

de

realizar ensayos in vivo.
Evitandose, aunque no
completamente, el sacrificio de
animales de experimentacion.

Desarrollo de cultivos histotipicos
y organotipicos gue incrementan
la fiabilidad de los modelos
experimentales

do

da

sensibilidad. El
crecimiento de las células es
relativamente lento y es dependiente
en muchos casos de factores no del
todo conocidos. Ademas, existen
contaminantes como hongos,
levaduras, bacterias, micoplasmas y
virus que suelen tener un crecimiento
mas rapido y pueden llegar a matar
las células en cultivo.

Limite de produccion. Generalmente
el limite de produccibn de un
laboratorio normal es menor a 10g de
células.

Inestabilidad. Muchas lineas
celulares continuas son inestables por
ser aneuploides.
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3. Planteamiento del problema

Las ECV constituyen la primer causa de muerte en todo el mundo, entre estas se
encuentra la cardiopatia isquémica, en la cual uno de los factores asociados al
comienzo de este padecimiento es la generacion de radicales libres, produciendo el
aumento de las ERO llevando al tejido cardiaco a un dafio celular irreversible.

4. Hipotesis

Si se realiza la administracién de nanoparticulas de glutatiébn (antioxidante) a cultivos
organotipicos de corazén de rata wistar tratados con peroxido de hidrégeno,
encontraremos una disminucion del dafio celular causado por el estrés oxidativo
debido al peroxido de hidrégeno.

5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Estudiar los efectos de las nanoparticulas de Glutation, en cultivos organotipicos de
corazén de rata wistar expuestos a peréxido de hidrogeno.

5.2 Objetivos particulares

Elaborar nanoparticulas de quitosan-GSH por el método de gelacion idnica.

Realizar el montaje de cultivos organotipicos de corazén de rata Wistar utilizando un
vibratomo para la recoleccién de tejido y DMEM, 1X como medio de cultivo.

Evaluar los efectos del peréxido sobre la viabilidad de los tejidos de corazén mediante
la prueba colorimétrica de reduccién de resazurina.

Evaluar el dafio ejercido por el estrés oxidativo en los cultivos organotipicos de
corazén de rata Wistar mediante la cuantificacion de GSH vy lipoperoxidacion
(TBARS).
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6. Materiales y métodos
6.1 Reactivos y soluciones

6.1.1 Cultivo organotipico

@~ Buffer Krebs-Henseleit (HK)
(L] D-glucosa
9o Sulfato de magnesio (MgSQ.) (Fermont)
76  Fosfato de potasio monobasico (KH.PO4) (J.T.Baker)
9o Cloruro de potasio (KCI) (J.K Baker)
78 Cloruro de sodio (NaCl)
74  Cloruro de calcio (CaCly)
L] Bicarbonato de sodio (NaHCO3) (Sigma)

&% Solucion de diseccion
78 Cloruro de calcio (CaCly) (Sigma)
] D-glucosa
9o Cloruro de potasio (KCI) (Sigma)
76  Cloruro de magnesio (MgCl,)
74  Bicarbonato de sodio (NaHCO3)
76 Sacarosa 99.5% (Sigma)
74 Rojo de fenol

~“@~ PBSapHde75
74  Cloruro de sodio (NaCl)
74  Cloruro de potasio (KCI)
76 Fosfato de disodio (NaHPOy4)
74  Fosfato de potasio (K;HPO4)
~“#* Medio de cultivo DMEM, 1X
™™ Suero fetal bovino
@™ Material biolégico
76 Rata Wistar

6.1.2 Nanoparticulas

@™ Solucién 4cida al 1% con pH 4-4.2 99.4% (Cedrosa)
"¢ Solucioén de tripolifosfato al 0.1% en solucion acida al 1%
2" Pluronic F68 (Sigma)

@7 Quitosan (bajo peso molecular) (Sigma)

@7 L-Glutation reducido (Sigma-Aldrich)

@ Glicerol 99% (Sigma)

6.1.3 Cuantificacion de GSH

& Buffer de reaccion

de DTNB
de EDTA
] PBS 1x

= Acido sulfosalicilico al 5%
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6.1.4 Determinacion de proteinas

¢ Reactivo de Brandford
& PBS 1X

6.1.5 Cuantificacién de lipoperoxidacion (TBARS)

~*%* Acido perclérico
g~ Acido tiobarbittrico
&~ DMSO

6.2 Aparatos y Equipos

@ Campana de flujo laminar modelo CFV-90, (INDUSTRIAS FIGURSA).

@~ |ncubadora (Shel Lab CO; incubator)

~@™ Microcentrifuga con control de temperatura (Microfuge 22R Centrifuge
Beckman Coulter)

@ Lector de placa (Thermo Fisher)

““#* Fluorometro

a7 Balanza analitica

“# Agitador magnético

¢~ Ultracentrifuga XL-100K (Beckman Coulter)

"¢ Nanosight NS300 (Malvern)

~“#* Bafio Maria (Precision)

&% Mini incubator

~“#* Vibratdbmo ( Leica VT 1200)

2" Placa de 96 pozos

@~ Placa de 24 pozos

~@" Tubos eppendorf

7 Ana Paula Rodriguez Ortiz
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6.3. Metodologia

6.3.1 Sistema de nanoparticulas

Las nanoparticulas de quitosan-glutation se prepararon por el método de gelacion
ibnica a partir de 2 soluciones a base de acido acético glacial al 1 % a un pH de 4-4.2.
La primera solucion consta de pluronic F68 al 1%, quitosan al 0.3% y GSH al 0.5% vy la
segunda solucion de tripolifosfato al 0.1% (Zetina, 1. 2019).

Nanoparticulas de
quitosan- GSH

 J

Preparar una solucién de acido
acetico glacial al 1% con un PH

4-4.2
]
| Filtrar por | . i
con pirinola Preparar una solucion de Dejar humectar 10 minutos
de 0.45 tripolifosfato al 0.1% (solucién A) pluronic F 68 al 1% en el acido
micras acetico glacial (Solucién B)
Y
= Y - , .
- Agregar quitosan de bajo Filtrar por
. 5 . peso molecular al 0.3% |-/ papel de
Agitar en bafo de hielo < (Solucién C) 45 micras |
! y
Afadir GSH al 0.5% y =
dejar agitando 30 min. # ;
P o
3 ‘ £
0 Afadir la solucién A a la / Afadir
P> 0> solucién C, en ralacion i/ gota a
l € 1al | gota
y
\ Filtrar por |
Dejar en agitacion 30 pirinola de 0.65
min. y
/ posteriormente
de 0.45 micras
 /
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6.3.2 Porcentaje de encapsulamiento

~@~ Buffer de reaccion.
1.-Pesar 0.0107g de DTNB y diluirlo en 1 mL de DMSO.
2.- Pesar 0.0257 g de EDTA y anadir 10 mL de agua bidestilada.

3.-Aforar en un matraz de 25 mL el DTNB con PBS 1X (Solucion A)

4.-Tomar 5 mL de la solucion Ay afiadir 250 puL de EDTA posteriormente aforar en un

matraz de 10 mL con PBS 1X.

5.-Incubar a 15 °C por 20 minutos y cubrir de la luz

@ Cuantificacion de GSH
1.- En tubos de ultracentrifuga colocar aproximadamente 5 mL de glicerol
2.- Adicionar 5 mL de NP (quitosan y GSH)
3.-Colocar aproximadamente 20 mL de solucion acida de acido acético 1% pH 4-4.5
4.- Ultracentrifugar a 20000 rpm a 4 °C por 1 hora.
5.-Tomar 50 pL de sobrenadante y colocar en una placa de 96 pozos.
6.- Afadir 150 pL de buffer de reaccion.

7.- Leer por espectrofotometria UV-VIS a una longitud de onda de 405 nm.

8.- Para poder determinar la concentraciéon de GSH en las nanoparticulas se realizé

previamente una curva de GSH.

Tabla 9. Volumenes requeridos de GSH y PBS para la preparacién de la curva
estandar de GSH.

100 900 50 20
200 800 50 40
300 700 50 60
400 600 50 80
500 500 50 100
600 400 50 120
700 300 50 140
800 200 50 160
900 100 50 180
1000 0 50 200
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6.3.3 Cultivos organotipicos

6.3.3.1 Viabilidad

1.-Colocar 24 rebanadas de aproximadamente 0.5 cm? de tejido de corazén
previamente cortado con ayuda de un vibratbmo en una caja de 24 pozos con 1000 pL
de medio DMEM 1X e incubar a 37°C y 5% de CO,.

2.- Dejar los tejidos a diferentes tiempos de exposicion (2, 4, 6, 24, 48 y 72 horas).Una
vez transcurrido el tiempo retirar el medio de cultivo y realizar lavados con PBS y
posteriormente retirar el PBS.

0000
OO
OOO
0000
OO
Q000

3.-Afadir medio de cultivo y resazurina al 0.03%, obteniendo un volumen final de
1000 pL.

4.-Incubar a las mismas condiciones mencionadas en el punto 1 por 1 hora.
5.- Tomar un volumen de 200 pL de medio y colocarlos en una placa de 96 pozos.
6.- Leer en el fluorbmetro a 488 nm de excitacion y 525 nm de emisioén.

6.3.3.2 Cultivos organotipicos expuestos con H,0-

1.-Colocar 24 cortes de tejido de corazén en una caja de 24 pozos con medio DMEM
1X variando el volumen del medio de cultivo para obtener diferentes concentraciones
de H,0O; (Tabla 10).Dejando un control negativo.

Tabla 10. Concentraciones de H,O. agregadas a los cultivos organotipicos

S 0.1
25 0.5
50 1

250 5
750 15

2.-Dejar incubar por 24 horas a 37°C y 5% de CO,, pasado el tiempo de exposicion
retirar el medio de cultivo y realizar lavados con PBS 1X.

3.- Agregar resazurina y leer por fluorescencia bajo las mismas condiciones
anteriormente descritas.
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6.3.3.3 Exposicion a nanoparticulas
1.-Colocar 24 cortes de tejido de corazén en una caja de 24 pozos con 25 uL de H20;
Y 975 uL de medio DMEM 1X , dejar incubar por 4 horas a 37°C y 5% de COa..

2.-Pasado el tiempo requerido retirar el medio de cultivo y realizar un lavado con
PBS, el cual se retira posteriormente.

3.-Afiadir nuevamente medio de cultivo (el volumen dependerd de la concentracion
requerida de nanoparticulas), y agregar nanoparticulas de quitosan-glutation reducido
y quitosan.

Tabla 11. Concentraciones de nanoparticulas adicionadas a los cultivos organotipicos

Control H20; 0.5 mM

Control negativo 1000 pL de medio DMEM 1X

Nanoparticulas de quitosan-GSH “CB 0.0433 mM

Nanoparticulas de quitosan-GSH"™" CA 0.433 mM

Nanoparticulas de quitosan CByCA El volumen se adiciona dependiendo
de la cantidad de nanoparticulas de
GSH que se adiciona.

4.-Dejar incubar durante 24 horas a 37°C y 5% de CO.,

5.- Retirar el medio y realizar un lavado con PBS, afiadir medio de cultivo y resazurina
al 0.03%.

6.- Incubar durante 1 hora a 37°C y 5% de CO,, tomar 200 pL y trasvasarlos a una
placa de 96 pozos.

7.-Leer por fluorescencia a 488 nm de excitacion y 525 nm de emision.
8.-Colocar los tejidos de corazén en 300uL de buffer lisis.

9.-Sonicar la muestra de tejidos en buffer de lisis a 3 pulsos de 10 segundo al 97%

6.3.4 Cuantificacion de GSH en cultivos organotipicos.

~“a” Buffer de reaccion.
1.-Pesar 0.0107g de DTNB vy diluirlo en 1 mL de DMSO.
2.- Pesar 0.0257 g de EDTA y afiadir 10 mL de agua bidestilada.
3.-Aforar en un matraz de 25 mL el DTNB con PBS 1X (Solucién A)

4.-Tomar 5 mL de la solucién A y afiadir 250 uL de EDTA posteriormente aforar en un
matraz de 10 mL con PBS 1X.
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@ Procedimiento parala determinacién de GSH

El contenido de GSH se determind mediante la reaccion del GSH y el &cido 5,5"-
ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB), en el cual el GSH es oxidado por DTNB y reducido
por el NADPH en presencia de glutation reductasa, formando acido 2-nitro5-
tiobenzoico (TNB) (complejo color amarillo) ( Sanchez, J. 2009). El procedimiento
gue se siguid es el siguiente:

1.-Tomar 75 uL de sobrenadante de la muestra previamente centrifugada (12000 rpm,
por 15 min. a 4 °C) y 7.5 uL de &cido sulfosalicilico al 5%.

2.-Dejar incubar a 37 °C de 15-20 min. para formar precipitado.

3.-Centrifugar a 12000 rpm por 15 min. a 4 °C.

4.-Tomar 50 uL de sobrenadante y colocarlos en una placa plana de 96 pozos.

5.- Afadir 150 pL de buffer de reaccién y dejar incubar durante 15-20 min. a 37°C.
6.- Leer por espectrofotometria UV-VIS a una longitud de onda de 405 nm

6.3.5 Determinacion de proteinas por el método de Bradford

El método de Bradford se basa en la unién del colorante azul de Coomassie brillante
G250 (CBBG) a los residuos de arginina, triptéfano, tirosina, histidina y fenilalanina de
las proteinas, produciendo una absorbancia de 595 nm. Para determinar la
concentracion de las muestras se debe realizar una curva patrén utilizando BSA como
estandar proteico.

Entre las ventajas de este método se encuentran su compatibilidad con agentes
reductores utilizados para estabilizar las proteinas en solucion, los cuales no son
compatibles con el ensayo de Lowry y en algin grado con el ensayo de BCA, es
rapido de realizar y tiene bajo costo (Kruger, NJ. 2010).

1.-Centrifugar las muestras anteriormente sonicadas a 12000 rpm, durante 15 min. a 4
°C.

2.-Tomar 10 pL de sobrenadante y 190 uL de PBS 1X (solucién A).

3.-De la solucién A tomar 10 uL y 190 pL de reactivo de Bradford y colocarlos en una
placa plana de 96 pozos.

4.-Dejar incubar de 5-10 min. a temperatura ambiente.
5.- Leer por espectrofotometria UV-VIS a una longitud de onda de 595 nm.

6.3.6 Cuantificacion de lipoperoxidacion (TBARS)

En el presente trabajo, para la determinacién de lipoperdxidos se ha empleado una
técnica colorimétrica, la cual se basa en la reaccién de malondialdehido con acido2-
tiobarbitarico (TBA). EI MDA, en condiciones de pH bajo y alta temperatura reacciona
con el TBA dando lugar a un aducto MDA-TBA cromOgeno o pigmento rosa que es
detectable por espectrofotometria o por flurometria (Estepa, V. 2001).
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1.-Tomar 75 pL de sobrenadante y afiadir 75 yL de acido perclérico al 2.5%
2.-Dejar incubar de 10-15 min. a temperatura ambiente
3.-Centrifugar por 15 min. a 12000 rpm a 4 °C

4.-Colocar en microtubos eppendorf 150 pL de sobrenadante y 150 uL de &cido
tiobarbiturico al 0.67% (en DMSO)

5.-Incubar a 90°C durante 30 min.

6.-Leer por espectrofotometria UV-VIS a 535 nm.

7. Resultados y Analisis
7.1 Caracterizacion de nanoparticulas

Se elaboraron dos lotes de NP (quitosan y quitosan- GSH) los cuales fueron evaluados
con la finalidad de establecer un tamafio de particula 6ptimo asi como, su
concentracidon. Su caracterizacion se llevé acabo en un equipo NanoSight NS300
Malvern. Los datos obtenidos se muestran en la Grafica 1 ademas, el promedio de los
resultados de las evaluaciones realizadas a las NP se exhiben en la Tabla 12.
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Gréfica 2. Distribucién de tamafio de los diferentes grupos de nanoparticulas. A) NP-Q GSH.
B) NP -Q

Tabla 12. Resultados obtenidos de la caracterizacion de las nanoparticulas,

Media (nm) 225.8 176

Concentracion 3.17x108 particulas/mL 1.95x10® particulas/mL
particulas/mL

Encapsulamiento de 99.56% -

GSH (%)
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9~ Porcentaje de encapsulamiento

Para calcular el porcentaje de encapsulamiento se utilizo la siguiente férmula:

Cantidad de GSH dentro de NP

% Encapsulamiento = - - X 100
Cantidad teorica de GSH en NP

En la cual se tomé el peso real de GSH para sacar la concentracion teérica milimolar.

200 mg x 1 mmolGSH
0.040 L x 307.32mg

Cantidad tedrica de GSH dentro de las NP = = 16.26 mmol

Cantidad real de GSH dentro de las NP

Ecuacién de la recta Y=0.0081x + 0.1068 pm

_ 0.676—0.1068
T 0.0081

X =70.271 pm

16.2696 mmol-0.07027 mmol = 16.199 mmol GSH encapsulado

16.199 mmol
16.2696 mmol

% Encapsulamiento= X 100 = 99.56 %

El mecanismo para la formacién de nanoparticulas de quitosan TPP plantea que
la gelacion i6nica del quitosan ocurre por interacciones electrostaticas entre
productos de la disociaciéon del TPP en solucién acuosa (P3010 = y HP3010 ),
con los grupos —NHs * del quitosan.

Estudios han demostrado que el tamafio de particula de este sistema es muy
sensible al pH y la fuerza idnica. A su vez, se ha estudiado el efecto de otras
condiciones preparativas y de las caracteristicas intrinsecas del quitosan, con
atencion a la composicién; peso molecular y grado de acetilacion.

En general, el tamafio de particula en este sistema se ha observado que varia en
un rango de 100 a 350 nm (Pifia, S. 2015)
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7.2 Viabilidad
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Grafica 3. Comparacion de porcentaje de viabilidad de tejidos de corazén incubados a
diferentes tiempos. Las barras marcadas con letras diferentes indican una diferencia
significativa entre medias p<0.05%.

La viabilidad puede definirse como la capacidad relativa de las células o tejidos para
realizar sus funciones metabdlicas normales.

Para realizar la cuantificacién de la viabilidad de los tejidos de corazén se utilizé el
método de reduccién de resazurina, el cual es un indicador redox que permite detectar
la viabilidad de las células por la conversion de la resazurina a resofurina (un color
rojo altamente fluorescente), que se da por oxidoreductasas que se encuentran
principalmente en la mitocondria de células viables. La resofurina es excretada al
medio permitiendo el continuo monitoreo de la proliferacién y/o la citotoxicidad de
sustancias sobre células humanas, animales, bacterias e incluso hongos (Escobar M &
Aristizabal G, 2010).

La fluorescencia o sefial colorimétrica generada del ensayo es proporcional al nimero
de células vivientes en la muestra.
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Como se puede apreciar en la grafica 2 el mayor porcentaje de viabilidad fue
alcanzado a las 24 horas, sin mostrar una diferencia significativa en comparacion a los
grupos de 2, 4 y 6 horas, sin embargo se puede observar una diferencia significativa
con los grupos de 48 y 72 horas, mostrando una notoria disminucién de viabilidad.

Estudios recientes han demostrado que las células en cultivo tienden a sufrir un
proceso de adaptacién a las nuevas condiciones ambientales, es por ello que se cree
gue la viabilidad mas alta es alcanzada hasta después de varias horas. (Martin M.
2012).
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Gréfica 4. Comparacion de porcentaje de viabilidad de cultivos de tejidos de corazén expuestos

a diferentes concentraciones de H202. Las barras marcadas con letras diferentes indican una
diferencia significativa entre medias p<0.05%.
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Grafica 5. Comparacion de porcentaje de viabilidad de cultivos de tejidos de corazén
expuestos a 0.5Mm de concentracion de H202 por diferentes tiempos. Las barras marcadas
con letras diferentes indican una diferencia significativa entre medias p<0.05%.

El H,O, pertenece al grupo de las principales especies reactivas de oxigeno, este
puede ser generador de la isquemia cardiaca, asi como puede ser uno de los radicales
libres derivados de oxigeno en el momento de restaurar el flujo sanguineo al corazon.
Es por ello que se decidié usar como agente citotdxico en los cultivos organotipicos de
corazoén, este puede causar dafio a diferentes macromoléculas como lipidos, proteinas
y ADN al generar el radical hidroxilo mediante la reaccion de Fenton (Raffan, F 200;
Venereo, J 2002).

Por ello se realiz6 un estudio dependiente de la concentracion y del tiempo de
exposicion de H,O. para evaluar la pérdida de viabilidad en los tejidos de corazén de
rata wistar. Después del tratamiento con concentraciones crecientes de H,O; durante
24 horas se determiné el porcentaje de viabilidad mediante el método colorimétrico de
resazurina, obteniendo una disminucién gradual de la viabilidad celular conforme
aumenta la concentracion de H.O- (grafica 3).

Los resultados del estudio de tiempo de respuesta en el que los tejidos fueron
expuestos a una concentracion de 0.5mM de H.O, durante diferentes tiempos (gréfica
4), se observo que la viabilidad celular disminuyo hasta un 77.62% a las 4 horas de
exposicion, sin que esta cambiara durante las siguientes horas.
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Basandonos en estos resultados, se determind tratar los tejidos con 0.5 mM de H20,
durante 4 horas. Tenemos la experiencia que cuando un xenobidtico disminuye la
viabilidad por debajo del 70%, es muy dificil que la célula se recupere y podemos
encontrar resultados muy contradictorios. Por ello, se prefiere trabajar por arriba de

70%.
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Gréfica 6. Comparacion del porcentaje de viabilidad de cultivos de tejido de corazén expuestos
a diferentes concentraciones de NP de quitosan y quitosan/GSH. . Las barras marcadas con
letras diferentes indican una diferencia significativa entre medias p<0.05%.

Con la finalidad de establecer las concentraciones de NP a utilizar, se expusieron
tejidos a diferentes cantidades de NP en escala logaritmica para poder observar mejor
los efectos. Se escogieron dos concentraciones, una minima y una maxima en escala
logaritmica, pero estas tenian que cumplir con la condicion de no disminuir la viabilidad
demasiado. Otro criterio fue que utilizdramos concentraciones muy similares a las que
ya se habian determinado para otros trabajos para poder complementar y comparar
resultados.

Los resultados obtenidos (gréafica 5), nos permitieron establecer dos concentraciones:
0.043mM como dosis baja y 0.43mM como dosis alta para ambos lotes de NP (NPQ y
NPQ-GSH). Dichas concentraciones estan en relacién con la cantidad de GSH
presente en diferentes volumenes de NP (Florencia F. 2011).
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En el caso de los tejidos de corazén en donde se vio una disminucién de viabilidad, se
le atribuye al dafio que se genera por el pH acido del vehiculo en el que se encuentran
las nanoparticulas. ElI pH ayuda a regular muchos procesos celulares, incluido el
metabolismo celular, la expresién genética de homeostasis de calcio, la motilidad y
contractilidad celular, el acoplamiento célula-célula, adhesion celular y muerte celular.
Por lo tanto, el mantenimiento del pH en valores estables y fisiolégicos es
recomendable para una funcién celular normal.

En esta primera etapa era muy importante determinar si los tejidos permanecian
viables el tiempo que dura la prueba, la concentracion de perdxido de hidrégeno que
no disminuyera la viabilidad de los tejidos por debajo del 70% y que las
concentraciones de nanoparticulas utilizadas no fueran citotoxicas per se.
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7.3 Cuantificacion de GSH en cultivos organotipicos
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Grafica 7. Comparacion de la concentraciéon de GSH en cultivos de tejidos de corazén
expuestos a diferentes tratamientos, en donde NP Q CB, NP Q CA son nanoparticulas de
quitosan concentracion baja y alta; NP Q-GSH CB, NP Q-GSH CA nanoparticulas de quitosan-
GSH concentracién baja y alta respectivamente. Las barras marcadas con letras diferentes
indican una diferencia significativa entre medias p<0.05%.

En la grafica 6 se observa que no hay diferencias significativas entre los grupos
tratados con perdxido de hidrégeno y nanoparticulas de quitosan, sin embargo los
sistemas tratados con nanoparticulas cargadas con GSH presentan niveles mas altos
de GSH mostrando diferencias significativas con respecto al grupo tratado Unicamente
con peréxido de hidrogeno, evidenciando una clara recuperacion de las células
después del tratamiento con las nanoparticulas cargadas con GSH. Se cree que esto
es debido a que las nanoparticulas estan contribuyendo a modificar la respuesta
celular ayudando a la modulacion del estrés oxidativo inducido por el peréxido de
hidrogeno, debido a que tanto el GSH como el quitosan cuentan con propiedades
antioxidantes. (Lopez, L. 2014),
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Aumentando los niveles de GSH con ayuda de las NP se pretende modular la
actividad de la GPx debido a que actia como cofactor de esta enzima, activando y
acelerando su actividad, y de esta forma equilibrar el estado oxido-reduccion,
disminuyendo la produccién de ROS, radicales libres y la lipoperoxidacion (grafica 7).
Las GPx son el mecanismo protector mas importante por tener mas sustratos
especificos y con mayor afinidad a H.O. que las catalasas. (Rebrin I. 2009; Zetina I.
2019; Lopez D. 2020).

La reaccion oxido-reduccién, catalizada por GPx, involucra la transferencia de 2
electrones (provenientes cada uno de una molécula de GSH), para reducir el H,O, en
una molécula de agua. El producto final de la oxidacién de GSH es el glutatién oxidado
(GSSG), constituido por dos moléculas de GSH unidas por un puente disulfuro, que es
regenerado a su forma reducida (GSH) por la glutation-reductasa (GSH-R), utilizando
un NDPH+H como donador de electrones (Martinez J. 2011).

R-OOH + 2GSH —2% 4 R-OH + H,0+ GSSG
J
, Glutathi d
GSSG + H* + NADPH —utathione reductase |, 5sH + NADP*

Figura 16. Reaccion de oxido-reduccion de GSH.

Se ha demostrado que el quitosan posee propiedades antioxidantes; las cuales se
debe a su capacidad de eliminar radicales libres al interrumpir la reaccién en cadena
de la oxidacion, incrementando la actividad de las enzimas antioxidantes, como la
GPx, catalasa y SOD, con lo que reduce el MDA. Estudios demuestran que estos
efectos se ven incrementados al estar en sistemas nanoparticulados (Lépez LD. 2019;
Zheng W., 2013).
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7.4 Cuantificacion de TBARS en cultivos organotipicos
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Gréfica 8. Comparacion de la concentracion de MDA en cultivos de tejidos de corazdn
expuestos a diferentes tratamientos, en donde NPQCB, NPQCA son nanoparticuas de quitosan
concentracién baja y alta; NPGSHCB, NPGSHCA nanoparticulas de quitosan-GSH
concentracién baja y alta respectivamente. . Las barras marcadas con letras diferentes indican
una diferencia significativa entre medias p<0.05%.

El ensayo de TBARS se ha utilizado para medir la lipoperoxidacion mediada por
radicales libres y estrés oxidativo. El &cido tiobarbiturico reacciona con aldehidos
provenientes de la oxidacion de lipidos, tal como el MDA. Es por ello que este ensayo
es el método mas comuln para la evaluacion de la peroxidacién lipidica en muestras
biologicas.

En la grafica 7 se pueden visualizar los diferentes niveles intracelulares de MDA que
se obtuvieron de cada grupo de tejidos, observando que aunque los grupos que fueron
tratados con H,O; y posteriormente fueron incubados con nanoparticulas de Q CA, Q-
GSH CB y Q-GSH CA no muestran diferencias significativas con el grupo que fue
tratado solo con H,O , si se puede apreciar que muestran niveles mas bajos de MDA
en comparacion con los de H>O, , estos resultados sugieren que las nanoparticulas
podrian haber ayudado a la disminucion de ROS, evitando un aumento de
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lipoperoxidacién y por consiguiente la de MDA (Zheng, w 2013) . Integrantes del
laboratorio han llevado a cabo otros estudios en los cuales muestran que la exposicién
de las nanoparticulas no cambia la concentracion basal de MDA, lo que indica que las
nanoparticulas no inducen estrés oxidativo por si solas en las células, lo que podria
descartar la suposicion de que las nanoparticulas contribuyeron a la lipoperoxidacion.
(Pifia, S 2015; Lépez D. 2020).

En cuanto a las nanoparticulas de quitosdn concentracion baja fueron las que
obtuvieron la concentracibn mas baja de MDA, por lo que se puede creer que estas
estan ejerciendo un efecto protector més efectivo, estos resultados estan relacionados
con los observados en la prueba de viabilidad (grafica 5), en donde se mostré que la
viabilidad celular aumentaba significativamente en comparacién al control; sin
embargo en el ensayo de cuantificacion de GSH los resultados mostraron que era el
grupo con menor concentracion, siendo muy similares a las tratadas solo con H,O,.

Se ha demostrado que el quitosdn podria reducir significativamente las
concentraciones de 4cido graso libre en suero (FFA), MDA y elevar las actividades de
SOD, CAT y GSH-Px, lo que indica que el quitosan regula las actividades de la
enzima antioxidante y reduccién de la peroxidacién lipidica (Liu JN, 2008; Lépez , LD
2019.).

La peroxidacion lipidica de las membranas produce dafio estructural y funcional, que
condiciona un aumento en la permeabilidad de la membrana al calcio, lo que
finalmente conlleva un incremento en el calcio intracelular este aumento activa la
fosfolipasa y otras enzimas degradantes, que contribuyen de manera importante al
dafio tisular (Santander S. 2003)
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8. Conclusiones

Se estudio el efecto modulador del estado redox de las nanoparticulas de quitosan y
quitosan-glutatiéon en cultivos organotipicos de corazén de rata wistar, asi como el
efecto oxidante del H.O,, mediante la estimacién de Especies Reactivas al Acido
Tiobarbittrico (TBARS) y glutation (GSH) en el tejido.

Tras estos ensayos sé determiné que las nanoparticulas de Q-GSH concentracion alta
(0.433mM) y concentracion baja (0.0433mM) aumentan los niveles de GSH
intracelulares, ayudando a modular el efecto del H,O..

Aungue no se obtuvieron diferencias significativas, se puede observar la tendencia de
las nanoparticulas de quitosan y quitosan cargadas con glutation de disminuir los
niveles de TBARS con respecto a las células tratadas Unicamente con peréxido de
hidrogeno .El uso de nanoparticulas de quitosan como sistema de liberacion de GSH
es una buena alternativa para ayudar a nivelar la concentracion de GSH intracelular
cuando se genera un desequilibrio oxido reduccién por causa de un agente oxidante
como el H20- .

9. Perspectivas

En este trabajo se evalud el efecto antioxidante de las nanoparticulas de quitosan-
glutation en cultivos organotipicos de corazon de rata wistar expuestos a H2O», al ser
un cultivo que conserva la multicelularidad, la arquitectura compleja vy la fisiologia del
tejido cardiaco permite la evaluacion de nuevos farmacos. Sin embargo para conocer
mejor los efectos generados por el agente xenobiotico, en este caso las NP, se podria
continuar con la evaluacion de la modulacion del estado 6xido-reduccion de los
cultivos mediante la determinacién de actividad de las enzimas catalasa, glutation
peroxidasa (GSH-Px) y superéxidodismutasa (SOD) para conocer si estas también
sufren un incremento al afiadir las nanoparticulas debido a las propiedades reportadas
del quitoséan (L6épez L. 2010).

Seria interesante complementar este trabajo realizando estudios en un modelo in vivo
al cual se le someta a un estado de isquemia reperfusién mediante un infarto agudo al
miocardio, se recomienda que sea por un IAM debido a que este es mas facil de
inducir mediante la oclusién aguda de las arterias coronarias y tiene la ventaja de
controlar el lugar, el momento y la duracién de la oclusion coronaria asi como de la
reperfusion haciendo posible la obtencion de una mayor reproducibilidad en las
variables ademas de poder llevarse a cabo en diferentes cepas de murinos ( Nozal M.
2014). En este tipo de modelo se podria tener un mayor acercamiento al mecanismo
de las nanoparticulas, puesto que se podrian evaluar diferentes propiedades
biofarmacéuticas como la biodisponibilidad y afinidad del sistema nanoparticulado
hacia el 6rgano diana, asi como una recopilacion méas amplia acerca del nivel de
citotoxicidad que se pueda tener.
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11. Anexos

11.1 Anexo 1: Informacion teérica complementaria
11.1.1 Reaccién del ensayo de TBARS

El método espectrofotométrico del TBA es el mas comunmente utilizado para la
cuantificacion de MDA. La reaccién ocurre por ataque del MDA sobre el grupo
metileno activo del TBA. Un mol de MDA reacciona con dos moles de TBA en medio
acido y a alta temperatura. La velocidad de esta reaccion depende de la concentracion
de TBA, la temperatura y el pH. El pigmento generado posee un pico maximo de
absorbancia a 532-535 nm (Paz. C. 2010).

HS. N OH g
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