Universidad Nacional Auténoma
de México

Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan

SISTEMAS NANOPARTICULADOS DE
APLICACIONES FARMACEUTICAS
(REVISION BIBLIOGRAFICA)

TESIS
QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE:

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO
PRESENTA:

ANTONIO MARTINEZ PEREZ

ASESORA:

M. en C. ELVIA ADRIANA MORALES
HIPOLITO

CUAUTITLAN IZCALLI, EDO. DE MEXICO, 2010



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.






AGRADECIMIENTOS Y DEDICATORIAS

A mis padres: Francisca y Félix por su apoyo, comprension y carifio.

A mis hermanos: Beatriz, Juana, Ma. Luisa, Isaias, Rogelio, Pablo y

Gerardo quienes me apoyaron durante mis estudios y me dieron

fortaleza para concluir la licenciatura.

A la Dra. Elizabeth Garcia Garcia quien me asesord y apoyo al inicio

de esta tesis.

A la M. en C. Elvia Adriana Morales Hipdlito por sus consejos,

ensefianzas y comprension.

Al LEDEFAR (Laboratorio de Desarrollo Farmacéutico) por darme la

ayuda tedrica y practica durante el desarrollo de esta tesis.

A la Profa. Dra. Raquel Lépez y Al Prof. D.A.R. Juan José Diaz por su

ayuda y motivacion.

A la FESC y a la UNAM por mi formacién profesional.



Indice general

INDICE GENERAL
INDICE GENERAL
INDICE DE FIGURAS
INDICE DE TABLAS
ABREVIATURAS
RESUMEN
INTRODUCCION

OBJETIVOS

CAPITULO 1: HISTORIA DE LAS NANOPARTICULAS

1.1 Definicidn.
1.2 Historia.
1.3 Clasificacion.

CAPITULO 2: METODOS DE ELABORACION DE LAS
NANOPARTICULAS

2.1 Métodos de preparacion de nanoparticulas por
polimerizacion.

2.1.1 Nanoesferas de poliacrilamida y
polimetilmetacrilato.

2.1.2 Nanoesferas de policianoacrilatos de alquilo.

2.2 Métodos de preparacion de nanocapsulas por
polimerizacion.

2.2.1 Nanocapsulas de policianoacrilatos de alquilo.

2.3 Métodos de preparacion de nanoesferas a partir de
un polimero preformado.

2.3.1 Preparaciéon de nanoesferas a partir de polimeros
sintéticos por la técnica de emulsidn.

2.3.2 Preparacion de nanoesferas a partir de polimeros

VI

XI

XIII

XV

XVII

11

15

15

19

19

21



Indice general

sintéticos por la técnica de salting out.

2.3.3 Preparacion de nanoesferas a partir de polimeros

sintéticos por la técnica de desolvatacion o nanoprecipitacion.

2.3.4 Preparacion de nanoesferas a partir de polimeros
naturales por la técnica de emulsificacion.

2.3.5 Preparacion de nanoesferas a partir de polimeros
naturales por la técnica de desolvatacion.

2.3.6 Preparacion de nanoesferas a partir de polimeros
por la técnica de fluidos supercriticos.

2.4 Métodos de preparacion de nanocapsulas a partir de
un polimero preformado.

2.4.1 Preparaciéon de nanocapsulas a partir de un polimero

por la técnica de emulsificacién espontanea (emulsién doble).

2.5 Preparacién de nanocapsulas a partir de un polimero
por la técnica de policondensacién interfacial por medio
de la electroforesis capilar.

CAPITULO 3: CARACTERIZACION DE LAS NANOPARTICULAS

3.1 Caracterizacién del tamafo de las nanoparticulas.
3.2 Caracterizacién de la forma de las nanoparticulas.

3.3 Caracterizacién de la carga superficial de las
nanoparticulas.

3.4 Caracterizacién del peso molecular de las
nanoparticulas.

3.5 Caracterizacion de la cristalinidad de las
nanoparticulas.

3.6 Caracterizacion de la hidrofobicidad de las
nanoparticulas.

3.7 Caracterizacién de las propiedades de superficie
de las nanoparticulas.

23

24

27

28

30

30

32

37

43

43

45

47

49

50

II



Indice general

CAPITULO 4: APLICACIONES DE LAS NANOPARTICULAS

4.1 Tratamiento del cancer con nanoparticulas.
4.1.1 Nanoparticulas de doxorrubicina.

4.1.2 Nanoparticulas de 5-fluorouracilo.

4.1.3 Nanoparticulas de paclitaxel.

4.1.4 Nanoparticulas de metotrexato.

4.1.5 Nanoparticulas de mitoxantrona.

4.1.6 Nanoparticulas de dactinomicina.

4.1.7 Nanoparticulas de vindesina.

4.1.8 Nanoparticulas de tamoxifeno.

4.1.9 Nanoparticulas de cistatinas.

4.1.10 Nanoparticulas de oligonucleotidos antisentido.

4.2 Tratamiento de infecciones intracelulares con
nanoparticulas.

4.2.1 Nanoparticulas de ampicilina.

4.3 Tratamiento de enfermedades neurodegenerativas
con nanoparticulas.

4.3.1 Alzheimer.

4.3.2 Principales farmacos utilizados para el paso de la
barrera hematoencefalica.

4.4 Tratamiento de enfermedades respiratorias.

4.4.1 Tuberculosis.

4.4.2 Liberacion aerosodlica en pulmones de nanoparticulas.

4.5 Utilizacion de la via nasal para la administracién de
nanoparticulas.

4.5.1 Nanoparticulas de polietilenglicol-acido polilactico

54

54

61

62

64

64

65

66

67

70

73

75

75

76

79

81

81

82

83

85

87

[1I



Indice general

conjugadas con lectina para su administracion intranasal.

4.5.2 Nanoparticulas recubiertas con quitosan para mejorar 88
la mucoadhesidn.

4.6 Administracién oral de nanoparticulas. 89
4.6.1 Descripcidn basica del intestino delgado. 90
4.6.1.2 Mecanismos por medio de los cuales las 91

nanoparticulas atraviesan la mucosa intestinal.

4.6.1.3 Transporte paracelular de nanoparticulas. 92
4.6.1.4 Transporte transcelular de nanoparticulas 93
4.6.2 Administracién de vacunas y proteinas por via oral. 96
4.7 Administracién ocular de nanoparticulas. 100
4.7.1 Anatomia del ojo humano. 100
4.7.2 Liberacion de farmacos por medio de nanoparticulas 101

a través de la via ocular.

4.8 Diagnostico y visualizacion mediante nanoparticulas. 102
4.8.1 Diagnostico In Vitro. 102
4.8.2 Diagnostico In Vivo. 103
4.8.3 Imagenes de resonancia magnética. 103

CAPITULO 5: NANOPARTICULAS DE LA TERCERA GENERACION
5.1 Nanoparticulas con anticuerpos monoclonales. 106

5.1.1 Métodos de acoplacién de los anticuerpos monoclonales 112
a las nanoparticulas.

5.1.2 Nanoparticulas acopladas al anticuerpo monoclonal 114
trastuzumab.
5.2 El receptor folato y su utilidad como blanco para las 116

nanoparticulas de la tercera generacion.

5.2 Nanoparticulas de albumina acopladas con acido félico. 117

v



Indice general

CONCLUSIONES 120
COMENTARIOS FINALES 121

BIBLIOGRAFIA 122



Indice de figuras

INDICE DE FIGURAS

Figura 1
Figura 2
Figura 3
Figura 4
Figura 5
Figura 6
Figura 7
Figura 8
Figura 9
Figura 10
Figura 11
Figura 12
Figura 13
Figura 14
Figura 15
Figura 16
Figura 17
Figura 18
Figura 19
Figura 20
Figura 21

Figura 22

Nanoesfera.

Nanocapsula.

Nanoesfera y nanocapsula.
Nanoparticula de la segunda generacion.
Efecto de la densidad del polietilenglicol.

Nanoparticula de la tercera generacion.

Formacion de nanoesferas de polimetilmetacrilato.

Formacion de nanoesferas de poliacrilamida.
Mecanismo de formacion de NP de PACA.
Formacion de NP de PACA.

Mecanismo de reaccion de PACA.

Mecanismo de formacion de nanocapsulas.
Formacion de nanocapsulas de PACA.
Molécula de acido polilactico.

Formacion de nanoesferas de acido polilactico.
Formacion de nanoesferas por Salting Out.
Formacion de nanoesferas por nanoprecipitacion.
Estructura tridimensional de la albumina.
Formacion de nanoesferas por emulsificacion.

Formacion de nanoesferas por desolvatacion.

Formacion de nanoesferas por fluidos supercriticos.

Formacion de nanocapsulas por doble emulsién.

10

12

13

14

18

18

20

21

22

24

25

26

28

29

VI



Indice de figuras

Figura 23

Figura 24
Figura 25

Figura 26

Figura 27
Figura 28
Figura 29
Figura 30
Figura 31
Figura 32
Figura 33
Figura 34
Figura 35
Figura 36
Figura 37
Figura 38
Figura 39
Figura 40

Figura 41

Figura 42
Figura 43

Figura 44

Formacion de nanocapsulas por policondensacién
interfacial.

Movimiento Browniano.
Instrumento para determinaciéon de tamafo.

Funcionamiento de instrumento para determina-
cion de tamaio.

Funcionamiento de microscopio electrdnico.
Microscopio de fuerza atomica.
Microscopio de barrido de efecto tunel.
Atomos de cristal de germanio.

Medidor de potencial zeta.

Cromatdgrafo de permeacion en gel.
Difractdmetro de rayos x.

Calorimetria diferencial de barrido.
Termograma.

Columna cromatografica.

Electroforesis en gel.

Espectroscopia fotoelectrénica de rayos x.
Espectro de cobre tricloroetano.

Molécula de doxorrubicina.

Tiempo de supervivencia de ratén tratado con
nanoesferas de PIHCA.

Penetracion intracelular de NP con DXR.

Mecanismo de accion de resistencia a los farmacos.

Mecanismo de penetracion MTP y MDP.

33

38

38

39

40

41

42

42

44

46

48

48

49

50

51

53

53

55

57

58

58

59

Vil



Indice de figuras

Figura 45
Figura 46
Figura 47
Figura 48
Figura 49
Figura 50
Figura 51
Figura 52
Figura 53
Figura 54

Figura 55

Figura 56
Figura 57
Figura 58

Figura 59

Figura 60
Figura 61
Figura 62
Figura 63
Figura 64
Figura 65

Figura 66

Molécula de uracilo y 5-fluorouracilo.
Molécula de paclitaxel.

Medicamento Abraxane®.

Molécula de metotrexato.

Molécula de mitoxantrona.

Molécula de dactinomicina.

Molécula de vindesina.

Molécula de tamoxifeno.

Concentraciones tumorales de tamoxifeno.
Estructura tridimensional de la cistatina.

Paso de la cistatina hacia adentro de las células
tumorales.

Actividad de la catepsina B en células.
Molécula de ampicilina.
Barrera hematoencefalica.

Mecanismos por medio de los cuales se atraviesa
la barrera hematoencefalica.

Acumulacién de placa amiloide en el cerebro.
Via pulmonar.

Microparticulas aerosolicas.

Nariz humana.

Molécula de quitosan.

Células enterocitos.

Transporte paracelular de nanoparticulas.

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

72

73

75

77

79

80

82

84

86

89

91

92

VIII



Indice de figuras

Figura 67
Figura 68
Figura 69
Figura 70
Figura 71
Figura 72
Figura 73
Figura 74

Figura 75

Figura 76

Figura 77
Figura 78

Figura 79

Figura 80
Figura 81

Figura 82

Transcitosis.

Ojo humano.

Nanoparticulas Fluospheres®.
Nanoparticula de la tercera generacién.
Esquema de anticuerpo.

Obtencién de anticuerpos monoclonales.
Anticuerpo quimérico.

Anticuerpo humanizado.

Reaccidn de conversidon de un alcohol a un
grupo amino.

Reaccién de conversion de un grupo amino a un
grupo sulfhidrilo.

Reaccién para la unidon de anticuerpos a la NP.
Esterificacidon para unir anticuerpos a la NP.

Nanoparticula acoplada a un anticuerpo
monoclonal.

Molécula de acido fdlico.

Nanoparticulas absorbidas por las células SKVO3.

Internalizacidon de las NP hacia las células SKVO3.

93

100

103

106

107

110

111

111

112

113

113

113

115

116

118

119

IX



Indice de tablas

INDICE DE TABLAS

Tabla 1 Efecto de los tensoactivos y el medio acido en el 12-13
tamafo de las nanoparticulas.

Tabla 2 Diferentes métodos de preparacion de NP. 34-36
Tabla 3 Propiedades biofarmacéuticas de la DXR. 55
Tabla 4 Efectividad de los oligonucleotidos antisentido. 74
Tabla 5 Farmacos utilizados para el paso de la barrera he- 81

matoencefalica.

Tabla 6 Estrategias para optimizar la absorcién por via oral 95
de las NP.
Tabla 7 Administracién oral de péptidos y proteinas 98

encapsulados en NP.

Tabla 8 Respuestas inmunes después de la administracion 99
oral de vacunas.



Abreviaturas

ADN
ARN
AZT
DMAB
DXR
FDA
Fig.
IBCA
MDP
MTP
NP
PACA
PBCA
PEG
PEG-APL
PHCA
PIBCA
PIHCA
PLA
PLGA
PMMA
PVA

RESS

ABREVIATURAS
Acido desoxirribunucleico
Acido ribonucleico
Del inglés: Azidothymidine
Del inglés: Didodecyldimethyl Ammonium Bromide
Doxorrubicina
Del inglés: Food and Drug Administration
Figura
Del inglés: IsobutylCyanoAcrylate
Muramil Dipéptido
Muramil Tripéptido
Nanoparticulas
Del inglés: Poly (AlkylCyanoAcrylate)
Del inglés: Poly (ButylCyanoAcrylate)
Polietilenglicol
Polietilenglicol-Acido Polilactico
Del inglés: Poly (HexylCyanoAcrylate)
Del inglés: Poly (IsoButylCyanoAcrylate)
Del inglés: Poly (IsoHexylCyanoAcrilate)
Del inglés: Poly (Lactid Acid)
Del inglés: Poly (Lactide-co-Glycolide Acid)
Del inglés: Poly (Methyl Methacrylate)
Del inglés: Poly (Vinyl Alcohol)

Del inglés: Rapid Expansion of Supercritical Solution

X1



Abreviaturas

SAS

TGSP

UEA-1

WGA

Del inglés: Supercritical Anti-Solvent
Del inglés: Triglycine Sulpho Phosphate
Del inglés: Ulex europaeus Agglutinin 1

Del inglés: Wheat Germ Agglutinin

XII



Resumen

RESUMEN
En la presente revision bibliografica se ha desarrollado una
investigacién documental sobre las nanoparticulas dentro del area
farmacéutica, lo cual es un tema de vanguardia, por lo que aun
muchos de estos trabajos se encuentran en fase experimental. La
tesis consta de 5 capitulos, a continuacidon se da una breve resefia de

su contenido:

Capitulo 1.- Historia de las nanoparticulas: se da una definicién de
los términos de nanoesfera y nanocapsula, como se clasifican y el
desarrollo histérico de las nanoparticulas dentro de la tecnologia

farmacéutica.

Capitulo 2.- Métodos de elaboracion de las nanoparticulas: hay
diferentes técnicas para la preparaciéon tanto de las nanoesferas como
de las nanocapsulas, se mencionan las ventajas y desventajas de

cada técnica.

Capitulo 3.- Caracterizacién de las nanoparticulas: la medicion de las
propiedades de las nanoparticulas es un aspecto importante en el
desarrollo de las mismas, por lo que necesitamos conocer el tamano,
forma, potencial zeta, peso molecular, cristalinidad, hidrofobicidad y

propiedades de superficie.

XIII



Resumen

Capitulo 4.- Aplicaciones de las nanoparticulas: el tratamiento de
enfermedades mortales y crénicas se ven beneficiadas mediante el
uso de las nanoparticulas al lograrse una mayor efectividad de los
farmacos. Se utilizan en: cancer, alzheimer, infecciones
intracelulares, enfermedades neurodegenerativas, tuberculosis,
utilizaciéon en vias de administracion: nasal, intraocular, oral; asi

como en el diagndstico mediante la visualizacidn.

Capitulo 5.- Nanoparticulas de la tercera generacién: lo que se
desea es una selectividad de las nanoparticulas hacia las células que
Unicamente se encuentren en estado patoldgico, al lograr esto se
reduciran los efectos secundarios de muchos farmacos de manera

significativa.
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Introduccion

INTRODUCCION
La nanotecnologia se ha convertido en una opcién real para la
solucidon de problemas en las areas de: ciencias de los materiales,
electronica, ambiental, salud, etc.
La nanotecnologia es la ciencia que controla los materiales a escala
nanométrica (1x10° m). Tiene sus origenes en los afios 1950 s por
parte del fisico Richard Feynman ganador de un premio Nobel, él
postula en una conferencia que es posible la manipulacion de la
materia en el tamafio nanométrico.
Por su parte la utilizaciéon de las nanoparticulas dentro de las ciencias
farmacéuticas se remonta a los afios 1970°s y el primero en
proponer su uso fue Speiser, el utilizé nanoparticulas elaboradas con
polimeros sintéticos, sin embargo estas tiene la desventaja de no ser
biodegradables, por lo que se pueden acumular en el cuerpo y llegar
a ser altamente toxicas. Posteriormente se hicieron nanoparticulas
con materiales sintéticos biodegradables tales como los cianoacrilatos
de alquilo, acido polilactico, etc. En la actualidad para la realizacion
de nanoparticulas se utilizan tanto materiales poliméricos sintéticos
biodegradables como materiales de origen natural como la albumina
y el quitosan.
A las nanoparticulas las podemos dividir en dos tipos: nanoesferas y

nanocapsulas.
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Introduccion

Los sistemas nanoparticulares poliméricos han sufrido
transformaciones para hacerlos mas especificos. Actualmente se
tienen tres generaciones de estos sistemas:
a) Primera generacion: son las primeras nanoparticulas elaboradas, y
se caracterizan por no tener un recubrimiento.
b) Segunda generacién: estas nanoparticulas si tienen un
recubrimiento polimérico a diferencia de las anteriores.
c) Tercera generacién: son las nanoparticulas que utilizan los
desarrollos de las dos generaciones anteriores, pero ademas tienen
una alta especificidad hacia las células blanco.

La gran importancia del estudio y desarrollo de las nanoparticulas en
el drea farmacéutica es que ofrecen la oportunidad del tratamiento de
enfermedades como el cancer, diabetes, alzheimer, etc., para las
cuales sus tratamientos tienen demasiados efectos secundarios lo que
los hace dolorosos y en ocasiones ineficaces, en cambio los
tratamientos con base en las nanoparticulas eliminan gran parte de
los efectos secundarios y aumentan su eficacia de manera
significativa.

El mérito de la presente revisidon bibliografica consiste en reunir la
informacion que se encuentra dispersa en revistas, libros, paginas de
internet, etc., con el fin de que este accesible a los estudiantes y

profesionistas de las ciencias farmacéuticas.
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Objetivos

OBJETIVO GENERAL.:

Realizar una recopilacion, clasificacién y analisis de informacién sobre
el tema de nanoparticulas como una estrategia para la liberacion
especifica de farmacos en érganos, tejidos o células, asi como para la

visualizacion y el diagnostico.

OBJETIVOS PARTICULARES:
A) Describir los principales métodos para la elaboraciéon y

caracterizacion de las nanoparticulas.

B) Enumerar las aplicaciones mas importantes de las

nanoparticulas en el area terapéutica y de diagnostico.

C) Proporcionar un instrumento de consulta sobre sistemas

nanoparticulados.

XVII



Capitulo 1 Historia de las nanoparticulas

CAPITULO 1

HISTORIA DE LAS NANOPARTICULAS
1.1 DEFINICION
Las nanoparticulas son sistemas coloidales los cuales estan hechos
de polimeros biodegradables o no biodegradables. Su tamafio varia
entre 1 a 1000 nm, con un diametro promedio de 200 nm (Fattal et
al, 2002).
Existen 2 tipos de nanoparticulas: nanoesferas y nanocapsulas.
Nanoesferas: son sistemas matriciales' en los cuales el farmaco se
encuentra disperso en el polimero del cual esta hecha Ia
nanoparticula, o también el farmaco se pueden encontrar adsorbido

en la superficie de la nanoesfera (Fig. 1).

Figura 1: Se muestra una nanoesfera la cual es un sistema matricial.

Nanocapsulas: son sistemas con un reservorio, las cuales estan
compuestas de una membrana polimérica que rodea un nucleo
oleoso o acuoso, en este nlcleo se encuentra generalmente el
farmaco; aunque también se puede encontrar el farmaco adsorbido

en la superficie de la nanocapsula (Fig. 2).

! “Los sistemas matriciales son aquellos en los que el principio activo estd
uniformemente distribuido en el seno de un polimero” (Vila, 2001).



Capitulo 1 Historia de las nanoparticulas

Figura 2: Se muestra una nanocapsula donde se observa como lleva una capa

externa y una cavidad interior donde se puede encontrar el farmaco.

1.2 HISTORIA

Las primeras nanoparticulas transportadoras de farmacos estaban
constituidas de gelatina y albumina, sin embargo el uso de proteinas
puede estimular el sistema inmune y presentarse problemas de
antigenicidad y toxicidad (Fattal et al, 2002). Para disminuir los
efectos de antigenicidad vy toxicidad se desarrollaron las
nanoparticulas de polimeros? sintéticos. Los primeros polimeros
utilizados, propuestos por Speiser y Birrenbach en 1976, fueron los
de poliacrilamida y estos se elaboraron a partir de mondmeros de
acrilamida y de metilmetacrilato por el método de polimerizacién en
emulsidon (Couvreur et al, 1996). Sin embargo estos polimeros no son
biodegradables, por lo que Couvreur et al, propusieron polimeros
biodegradables a partir de mondmeros de cianoacrilatos de alquilo,
estos se habian estado utilizando como pegamentos en cirugias. El
método utilizado para la preparacién de los policianoacrilatos de
alquilo es el de polimerizacion en emulsidon en medio acido (Fattal et

al, 2002). Gurny et al, propusieron otro método de preparacion de

2 polimero se deriva de la palabra griega poly, muchos; y de menos, parte; esto es
muchas partes. Por lo tanto un polimero es una molécula compuesta de unidades
repetidas denominadas mondmeros (Wingrove et al, 1984).



Capitulo 1 Historia de las nanoparticulas

nanoparticulas a partir de acido lactico, formando el polimero de
acido polilactico el cual es utilizado para realizar suturas en las
cirugias, en este método las nanoparticulas son formadas
directamente a partir del polimero preformado (Fattal et a/, 2002).

A partir de 1986 se empezaron a desarrollar métodos para la
fabricacion de nanocapsulas, este fue propuesto por Al Khoury, et al,
El método de preparacion es el de polimerizacion interfacial en
emulsién a partir de mondmeros de cianoacrilato de alquilo. En el
mismo afio se propone la técnica de nanoprecipitacion como el primer
método de polimerizacién interfacial en microemulsién® inversa
(Fattal et al/, 2002).

En los Ultimos afios se han desarrollado métodos como: emulsion-
difusién, doble emulsién, salting out (salado), fluido supercritico?,
evaporacion del solvente, etc.

En la actualidad se estan desarrollando métodos para la elaboracion
de nanoparticulas recubiertas con agentes tensoactivos para reducir
su hidrofobicidad y que de esta manera permanezcan mas tiempo en
el torrente sanguineo, evitando su captura por parte de los
macrofagos. La siguiente meta es el desarrollo de nanoparticulas que

tengan una especificidad hacia un tipo particular de células blanco.

3 Las microemulsiones son sistemas homogéneos transparentes dispersos en aceite
0 agua. Son termodinamicamente estables. Tienen un tamafio de gota de 10-
150nm (Vila, 2001).

* Los fluidos supercriticos se producen por el calentamiento de un gas por encima
de su temperatura critica o compresién de un liquido por encima de su presion
critica. (Williams et al/, 2000).
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Esto se puede lograr poniendo en la superficie de la nanoparticula

anticuerpos monoclonales y proteinas.

1.3 CLASIFICACION

Las nanoparticulas: nanoesferas y nanocapsulas, las podemos
clasificar dentro de tres generaciones:

Primera generacion: estas fueron las primeras nanoesferas vy
nanocapsulas elaboradas, y se caracterizan por no tener un
recubrimiento (Fig. 3). Este tipo de nanoparticulas interaccionan
fuertemente con las proteinas plasmaticas debido a su gran area
superficial, esto favorece la creacion de interacciones hidréfobas
fuertes® entre la superficie de la nanoparticula y las opsoninas,
ocasionando que sean reconocidas por los macrofagos y
especialmente por las células de Kuppfer y por las células del sistema
reticuloendotelial. Las nanoparticulas penetran dentro de los
macrofagos por endocitosis y a su vez son degradadas por las
enzimas lisosomales liberando el principio activo en el interior de la
célula. Sus principales aplicaciones son el tratamiento de tumores

hepaticos, enfermedades hepaticas o del sistema reticuloendotelial

> “En los medios acuosos, el enlace de Van der Waals viene reforzado por la
variacidn entropica del sistema resultante de la desolvataciéon que tiene lugar al
acercarse dos moléculas organicas por su parte lipofila, con el consiguiente
aumento de la entropia del sistema; aunque las porciones hidrocarbonadas se
ordenan, un numero considerable mayor de moléculas de agua se desordena,
haciendo positivo el valor de AS y negativo el de AG. Este refuerzo del enlace de
Van der Waals, constituye el denominado enlace hidréfobo, de gran importancia en
los medios bioldgicos.”(Delgado et al, 2003).
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(Couvreur, 2001). La distribuciéon de las nanoparticulas de primera
generacién en animales se ha observado que es de la siguiente
manera: higado 40-80 % de la dosis administrada, pulmones 0.7-3

% y el bazo 0.6-2 % (Vila, 2001).

Figura 3: Se observan una nanoesfera (izquierda) y una nanocapsula (derecha) de

la primera generacién donde se notan sus diferencias.

Segunda generacion: estas surgen de la necesidad de que las
nanoparticulas tengan una permanencia mas prolongada dentro de la
circulacion sanguinea, por lo tanto estas tienen un recubrimiento
polimérico tal como el polietilenglicol, polisorbato 80, 6xido de
polietileno, Poloxamer 188, etc. El mecanismo de operacién del
recubrimiento es que el polimero hidrofilico repele (repulsién
esterica®) a las opsoninas’ en esta forma ya no se adhieren a la
nanoparticula (Fig. 4). De esta manera las nanoparticulas de la
segunda generacién no son reconocidas por los macréfagos, en
consecuencia teniendo un tiempo de permanencia mayor en la

circulacidon sanguinea.

® La tensidn esterica es la interacciéon de repulsion que se desarrolla cuando los

atomos son forzados a acercarse mas de lo que permiten sus radios atomicos. Es el
resultado de tratar de obligarlos a ocupar el mismo espacio (McMurry, 2001).

7 Las opsoninas son sustancias, por ejemplo un anticuerpo (IgG) o un C3b, que
favorece la fagocitosis al facilitar la adhesion del antigeno al fagocito (Roitt, 2003).
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Proteinas séricas

Figura 4: Las nanoesferas y las nanocapsulas de la segunda generacion tienen un

recubrimiento de un polimero como polietilenglicol, lo que impide la opsonizacién.

Por lo que las nanoparticulas de segunda generacion han resultado
eficaces para el tratamiento de tumores cancerigenos de manera
experimental (Couvreur, 2001).

Para lograr una baja adsorcién de opsoninas es necesario que las NP
tengan en su superficie una densidad alta y una cadena de longitud

larga de polietilenglicol (Fig.5) (Soppimath et al/, 2001).

A
H; « - @«
o <«

Figura 5: Efecto de la densidad de polietilenglicol sobre la superficie de las
nanoparticulas en el proceso de opsonizacién: A) se presenta la opsonizacion
cuando la densidad es baja, B) la opsonizacién no se presenta cuando la densidad
en la superficie es alta, C) los grupos finales de las cadenas de polietilenglicol

participan en la repulsion estérica (Soppimath et al, 2001).
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Tercera generacion: estas son las nanoparticulas que se estan
actualmente desarrollando debido a el deseo de tener una alta
especificidad hacia las células blanco. Para lograr esto son necesarias
tres caracteristicas: a) de la nanoparticula construida de un material
biodegradable, b) de una capa de polimeros hidrofilicos
(polietilenglicol) que recubran a la nanoparticula para evitar la
opsonizacién, c) en el extremo de las cadenas de polietilenglicol de
un ligando (anticuerpos monoclonales o proteinas) que sea
reconocido por los receptores especificos en las membranas de las

células (Fig. 6) (Couvreur, 2001).

Figura 6: Las nanoparticulas de la tercera generacion tienen en su superficie
cadenas de polietilenglicol y anticuerpos monoclonales para hacerlas mas

especificas hacia las células blanco.
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CAPITULO 2
2.0 METODOS DE ELABORACION DE LAS NANOPARTICULAS
Los métodos de elaboracién de nanoparticulas se clasifican en dos
grupos:
a) Métodos de preparacion de nanoparticulas a partir de
monomeros formando polimeros.
b) Métodos de preparacion de nanoparticulas a partir del polimero

preformado.

2.1 METODOS DE PREPARACION DE NANOESFERAS POR

POLIMERIZACION

2.1.1 NANOESFERAS DE POLIACRILAMIDA Y

POLIMETILMETACRILATO

Para la preparacion de nanoesferas de polimetilmetacrilato el
mondmero metilmetacrilato es disuelto en una fase acuosa, la
polimerizacidn es iniciada por una irradiacion de rayos y o mediante el
uso de un iniciador quimico como el peroxodisulfato de potasio. Los
oligomeros’ formados precipitan formando agregados los cuales son
estabilizados mediante el uso de tensoactivos. El polimero final es

obtenido por la unién de los agregados (Fig. 7). El peso molecular y

’ Polimero de muy bajo peso molecular en el que el numero de unidades de
repeticion(n) se encuentra entre 2 y 10 (la palabra griega oligos significa pocos).
(Seymour, 1998).
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el tamafo de la nanoesfera se incrementan con un aumento de la
concentracion inicial del mondmero, disminuyendo la concentracion
del iniciador quimico, y disminuyendo la temperatura (Couvreur et al,

1996).

’ FASE ACUOSA
Metilmetacrilato

qLIMERIZACIC’JN |

FASE ACUOSA
Agregados estabilizados por
un tensoactivo

l NANOESFERAS |

Figura 7: Diagrama donde se esquematiza la formacién de nanoesferas de
polimetilmetacrilato.

Las nanoesferas de poliacrilamida son preparadas a partir del
mondmero de acrilamida el cual es disuelto en una fase acuosa
estabilizado por un tensoactivo y dispersas en una fase organica, la
reaccién de polimerizacion es iniciada por una irradiacion de rayos vy,
la polimerizacion ocurre por la unién de las micelas que colisionan
(Fig. 8). El tamano de las nanoesferas permanece constante a lo
largo del proceso, Unicamente se incrementa el numero de

nanoesferas formadas (Couvreur et al, 1996).
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FASE ACUOSA
Monomero de acrilamida y
N'N’-metileno bis-acrilamida

FASE ORGANICA
Agente tensoactivo para
estabilizar la emulsion

POLIMERIZACION EN

MICROEMULSION

I NANOESFERAS |

Figura 8: Se muestra la formacion de nanoesferas de poliacrilamida.

2.1.1.2 VENTAJAS DEL METODO DE POLIMERIZACION DE
POLIACRILAMIDA Y POLIMETILMETACRILATO
a) Proceso facilmente escalable.

b) Se puede controlar el tamafio y el peso de la nanoparticula.

2.1.1.3 DESVENTAJAS DEL METODO DE POLIMERIZACION DE
POLIACRILAMIDA Y POLIMETILMETACRILATO

a) Utilizacién de polimeros no biodegradables.

b) Utilizacién de solventes organicos y tensoactivos.

c) Uso de polimeros téxicos y por lo tanto no es posible su uso por la

via intravenosa.
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2.1.2 NANOESFERAS DE POLICIANOACRILATOS DE ALQUILO

En este método el mondmero hidrofdbico (isobutilcianoacrilato,
isohexilcianocrilato, n-butilcianoacrilato) es emulsificado en la fase
acuosa con un pH acido (=2.5). La polimerizacién anidnica® es iniciada
por los iones OH™ , la polimerizacion ocurre a temperatura ambiente,
también a la emulsion se le agrega dextran 70 para estabilizar las
nanoesferas formadas (Fig. 9). El medio acido es necesario para que
no se produzca una polimerizacién demasiado rapida y por lo tanto
evitar la formacion de aglomerados. El tamano de las nanoesferas
puede ser controlado regulando la concentracion de 3 a 1 % de
Pluronic” F68 que se va agregando teniendo un didmetro de 40-250

nm (Fig. 10) (Fattal et a/, 2002).

¥ Polimerizacion iniciada por un anién.

11



Capitulo 2 Métodos de elaboracion de las nanoparticulas

POLIMERIZACION INICIADA
POR IONES OH

AGREGADO DE LAS
PARTICULAS HASTA LA
FORMACION FINAL DE
LAS NANOESFERAS

NANOESFERA

Figura 9: Mecanismo de formacion de las nanoesferas de policianoacrilatos de
alquilo. Todo el proceso ocurre en la fase acuosa, las nanoesferas finales son

estabilizadas con un tensoactivo.

Tabla 1: Efecto de los tensoactivos y el medio acido en el tamafio de particula de

las nanoesferas de polibutilcianoacrilatos (Kreuter, 1994).

Tensoactivo | Concentracién | Acido (0.01 N, Tamaiio de
(% p/v) pH 2.25) particula (nm)
Dextran 70 0.05 HCI 212
0.5 148
1.0 138
2.5 126
Dextran 40 0.05 HCI 243
0.5 145
1.0 134
2.5 131
Dextran 10 0.05 HCI 770
0.5 168

12
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Tensoactivo Concentracién | Acido (0.01 N, Tamaiio de
(% p/v) pH 2.25) particula (nm)
1.0 139
2.5 109
B-Ciclodextrina 0.75 HCI 3450
1.0 3000
1.75 2700
Polisorbato 20 0.5 HCI 51.58
Polisorbato 40 0.5 HCI 46
Polisorbato 60 0.5 HCI 38
Poloxamer 184 0.5 HCI 254
Poloxamer 188 0.5 HCI 160
Poloxamer 237 0.5 HCI 118
Poloxamer 238 0.5 HCI 71
Poloxamer 338 0.5 HCI 73
Dextran 70 0.5 Citrico 131
Dextran 70 0.5 Sulfurico 176
Dextran 70 0.5 Nitrico 158
Dextran 70 0.5 Acético 811
Dextran 70 0.5 Fosforico 219

FASE ACUOSA

Farmaco, Dextran
70, pH: 2.5
GITACION MAGNETICA
El mondmero cianoacrilato
se va agregando
NANOESFERAS

Suspension acuosa

Figura 10: Se muestra la formacion de nanoesferas de policianoacrilatos de alquilo.

El farmaco se puede incorporar a las nanoesferas durante el proceso
de fabricacion de las mismas o el farmaco también puede ser

adsorbido en la superficie de la nanoesfera. La adicion de ciclo-

13
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dextrinas favorece la unién de farmacos poco solubles con el polimero
y por lo tanto obtener una mejor absorcién del principio activo
(Vauthier et al, 2003).

Existen otros tipos de polimerizacion, tales como polimerizacidon por
radicales libres y polimerizacion zwiterionica; siendo las mas
utilizadas la aniénica y la zwiterionica por que estas ocurren a
temperatura ambiente (Fig. 11) (Vauthier et al, 2003).

Es importante mencionar que algunos principios activos pierden su
efecto terapéutico durante la preparacion de las nanoesferas. Las
moléculas de los principios activos reaccionan covalentemente con el
polimero del que estan formadas las nanoesferas. Algunos de los
principios activos que pierden su actividad bioldgica son la
fenilbutazona y la vidarabina (Fattal et a/, 2002).

La velocidad de degradacién de las nanoesferas de cianoacrilatos de
alquilo depende de la longitud de su cadena de alquilo y el
mecanismo de degradacion es a través de un proceso de erosidon en

la superficie (Couvreur et al, 1996).

OH
CcN CcN
+3 / /
HZCZC\_6 B — OH*HZC—C\'
coor  'Mctacion /COOR CN

+d
H,C=—C -§

COOR
CN CN

/ / /\v
OH—H,C—C —H,C—C -
\ \

COOR COOR . . . alargamiento de la
cadena

Figura 11: Se muestra el mecanismo de reaccion de la polimerizacién anidnica del
policianoacrilato de alquilo.
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2.1.2.1 VENTAJAS DE LOS POLIMEROS DE
POLICIANOACRILATOS DE ALQUILO

a) Utilizacién de polimeros biodegradables.

b) Facil escalabilidad.

c) Hay un control del tamafo de la nanoparticula.
d) Rapida polimerizacién.

2.1.2.2 DESVENTAJAS DE LOS POLIMEROS DE
POLICIANOACRILATOS DE ALQUILO

a) Algunos farmacos pierden actividad bioldgica.

b) Cierto grado de toxicidad.

2.2 METODOS DE PREPARACION DE NANOCAPSULAS POR
POLIMERIZACION

2.2.1 NANOCAPSULAS DE POLICIANOACRILATOS DE ALQUILO
Las nanocapsulas son obtenidas por una polimerizacion interfacial,
las reacciones de polimerizacion se realizan en una emulsiéon agua en
aceite o aceite en agua.

Para fabricar las nanocdpsulas que contienen aceite en su interior
(nucleo oleoso) se preparan a partir de una emulsién aceite en agua.
La fase organica contiene: 1 ml de aceite, 0.125 ml de isobutil-2-
cianoacrilato, farmaco disuelto en 25 ml de etanol o acetona. La fase
acuosa consta de un tensoactivo hidrofilico, por ejemplo, Pluronic®
F68. La fase organica es inyectada a la fase acuosa, la cual esta bajo
agitacion magnética. De esta manera las nanocapsulas se van

formando de manera instantanea y al finalizar la reaccidon alrededor

15
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de los 15-30 minutos el etanol es removido mediante evaporizacion
bajo presion reducida (Fig. 13). El tamafo de estas nanocapsulas
tiene un didametro de alrededor de 200-300 nm. Para favorecer la
formacién de nanocapsulas en vez de nanoesferas se propone que el
aceite se encuentre en una proporcion del 2 % respecto del solvente
organico, y otro factor es el uso de solventes apréticos tales como la
acetona y el acetonitrilo.

Estas nanocapsulas son ideales para encapsular farmacos
liposolubles.

Las nanocapsulas que contienen agua en su interior (ndcleo acuoso)
son preparadas a partir de una microemulsion de agua en aceite. Las
micelas de tensoactivo con agua son dispersadas en la fase organica,
después el mondmero es adicionado a la microemulsion, formandose
el polimero en la superficie de las micelas y de esta manera
formandose la capsula. Los farmacos que contienen estas
nanocapsulas pueden ser péptidos, acidos nucléicos vy
oligonucledtidos. Estas nanocapsulas son para utilizarse por la via
oral, para la via intravenosa es necesario transferir las nanocapsulas
a una fase acuosa continua por medio de una ultracentrifugacion de
una suspension oleosa sobre una capa de agua pura conteniendo
polisorbato 80, este método elimina el exceso de tensoactivo y el
exceso de fase organica, también evitando la agregacion de las

nanocapsulas.
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Un ejemplo de una formulacion para las nanocapsulas de nucleo
acuoso es la siguiente: a 200 ml de etanol se le agregan 800 uL de
agua desmineralizada que contienen oligonucledtidos antisentido
(molécula con efecto terapéutico), a esta mezcla se le ajusta el pH a
7.4, después esta solucidn se va agregando a una fase organica que
contiene 8g de Miglyol® 812 y 1.5g de polisorbato 80, la emulsién
durante el proceso se va homogeneizando a 24000 rpm por 1 minuto.
El paso final es agregarle a la emulsién 100ug del mondmero IBCA vy
mantener una agitacion a 500 rpm. A las 4 horas la polimerizacion se
completa (Lambert, 2001).

Mecanismo de formacion de las nanocapsulas: las nanocapsulas
se forman en la interfase, sin embargo el proceso es complicado
debido a la afinidad de los cianoacrilatos por la fase oleosa, una
polimerizacidon gruesa o la formacién de nanoesferas se pueden
favorecer. Por lo tanto para que se formen las nanocapsulas se debe
crear un proceso dinamico, es decir el mondmero de cianoacrilatos se
debe transferir a la interfase por medio de un cosolvente, que
solubilice la fase oleosa y el mondmero, y sea miscible con la fase
acuosa (Fig. 12); el etanol como cosolvente cumple estas

caracteristicas (Couvreur et al, 1996).
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FASE ORGANICA

NANOCAPSULA

FASE ACUOSA

POLIMERIZACION INTERFACIAL

Figura 12: Mecanismo de formacion de las nanocapsulas por medio de la

polimerizacién interfacial.

FASE ACUOSA
Tensoactivo
PH: 6

Agitacion =
magnética IfASE ORGANICA
Monomero de cianoacrilato

Farmaco, aceite, etanol

NANOCAPSULAS
Suspension acuosa

Figura 13: Se muestra la formacion de nanocapsulas de policianoacrilatos de

alquilo.
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2.2.1.1 VENTAJAS DE LAS NANOCAPSULAS DE
POLICIANOACRILATOS DE ALQUILO

a) Son termodindmicamente estables por varios afios.
b) Pueden ser facilmente esterilizadas a 120°C-20min.

c) El polimero utilizado es biodegradable.

2.2.1.2 DESVENTAJAS DE LAS NANOCAPSULAS DE
POLICIANOACRILATOS DE ALQUILO

a) No son facilmente liofilizadas, debido a que tienden a colapsarse.
b) Debido a que la formacién de nanocapsulas es similar a la de
nanoesferas, es necesario verificar que la suspensidén no consista de
una mezcla de ambas.

c) Son un poco téxicas.

2.3 METODOS DE PREPARACION DE NANOESFERAS A PARTIR

DE UN POLIMERO PREFORMADO

2.3.1 PREPARACION DE NANOESFERAS A PARTIR DE
POLIMEROS SINTETICOS POR LA TECNICA DE EMULSION

Estas nanoesferas son preparadas, por ejemplo, a partir del acido
polilactico (Fig. 14), el cual es un polimero biodegradable, insoluble
en agua, utilizado en la industria farmacéutica (Frisbee et al, 1994).

El acido polilactico se disuelve en un solvente organico volatil
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inmiscible con agua, por ejemplo cloroformo, entonces la solucién
organica se dispersa en una fase acuosa para formar una emulsion
aceite/agua. La emulsién es mantenida bajo agitacion para evitar la
coalescencia, el solvente organico se evapora de manera espontanea
a temperatura ambiente, de esta manera se van formando las
nanoparticulas. El solvente residual se remueve bajo presion reducida
(Fig. 15). Los emulsificantes son removidos por medio de una dialisis
o por medio de un lavado y la separaciéon de las nanoparticulas es

mediante ultracentrifugacion (Couvreur et al, 1996).

CH; 0
I

— 0—HC—C —}-

Figura 14: Molécula de acido polilactico

2.3.1.1 VENTAJAS DEL METODO DE EMULSION DE POLIMEROS
SINTETICOS

a) El acido polilactico es un polimero biodegradable.

b) El acido polilactico es un polimero no toxico.

2.3.1.2 DESVENTAJAS DEL METODO DE EMULSION POLIMEROS
SINTETICOS

a) Uso de solventes organicos.

b) El proceso para hacer el escalamieno es dificil.
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FASE ACUOSA
Agua destilada
Estabilizador
_— FASE ORGANICA
Agitacion Solvente organico,
polimero, farmaco
Emulsion agua en
aceite

EXTRACCION DEL
SOLVENTE

l NANOESFERAS |

Figura 15: Se muestra la formacion de nanoesferas de acido polilactico.

2.3.2 PREPARACION DE NANOESFERAS A PARTIR DE

POLIMEROS SINTETICOS POR LA TECNICA DE SALTING OUT

Esta técnica propuesta por Ibrahim et al, y Allegan et al, consiste en
reemplazar el cloroformo por la acetona, la cual es miscible con el
agua y es mas facil de remover por evaporaciéon. La técnica consiste
en que a una solucién de acetona y el acido polilactico bajo agitacion,
se le va agregando una solucién acuosa saturada de un electrolito o
un no electrolito, esta solucion también debe tener alcohol polivinilico
como agente viscosante y estabilizador. La solucidon saturada evita la

union de la acetona con el agua y mediante un proceso de Salting-
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Out’ se obtiene una emulsiéon agua/aceite, la adicién de agua a esta
emulsidon da por resultado la formacion de nanoesferas (Fig. 16). Por
ultimo las nanoesferas son lavadas por medio de una
ultracentrifugaciéon y por didlisis se elimina el electrolito (Couvreur et

al, 1996).

FASE ORGANICA
Acetona, acido polilactico,
farmaco
FASE ACUOSA
AGITACION lAg;JaIc_itestanz:‘, |
MAGNETICA €lec rO_' _0,,??1 cono
polivinilico

EMULSION AGUA EN
ACEITE
mUA DESTILADA |
r NANOESFERAS |

Figura 16: Se muestra la formacion de nanoesferas por la técnica de Salting Out.

2.3.2.1 VENTAJAS DEL METODO DE SALTING OUT
a) Hay una menor interaccién entre el farmaco utilizado y el

polimero.

b) Se puede reducir la toxicidad al utilizar solventes menos dafinos.

9 Salting Out: efecto en el cual la solubilidad de una sustancia en cierto solvente es
reducido por la presencia de un segundo soluto disuelto en el solvente. Por
ejemplo, ciertas sustancias disueltas en agua pueden precipitar por la adicién de
una sal iénica. (Oxford Dictionary of Chemistry, 2000).
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2.3.2.2 DESVENTAJAS DEL METODO DE SALTING OUT

a) La utilizacion de solventes organicos los cuales son toxicos.

2.3.3 PREPARACION DE NANOESFERAS A PARTIR DE
POLIMEROS SINTETICOS POR LA TECNICA DE
DESOLVATACION O NANOPRECIPITACION

La técnica de desolvatacion consiste en precipitar el polimero
disuelto en un solvente organico mediante la adicién de un solvente
(agua) miscible con el primer disolvente. Los polimeros utilizados en
esta técnica pueden ser el acido polilactico, poliglicolico, polilactico-
co-glicolico, poli-e-caprolactona, cianoacrilatos de alquilo, los
polimeros no biodegradables como poliacrilico, etilcelulosa,
poliestireno, etc.

El polimero se disuelve en un solvente organico (acetona)
manteniendo una agitacion moderada, a esta solucién se le agrega un
solvente liquido (agua). El solvente orgdnico y el agua deben de tener
una baja viscosidad y se deben de mezclar bien, también se puede
utilizar un agente tensoactivo para estabilizar la mezcla (Fig. 17). El
solvente organico es removido por evaporacion bajo presion reducida.
El tamafo promedio de las nanoesferas es de 200 nm, y depende del

polimero usado (Couvreur et al, 1996).

23



Capitulo 2 Métodos de elaboracion de las nanoparticulas
FASE ORGANICA

FASE ACUOSA
Agua
Polimero, acetona,

. farmaco
AGITA,CION
MAGNETICA
' NANOESFERAS '

Figura 17: Se muestra la formacion de nanoesferas por la técnica de

nanoprecipitacion.
2.3.3.1 VENTAJAS DEL METODO DE NANOPRECIPITACION

a) Facil escalamiento para su utilizacién en la industria.

b) No se requiere una purificacion posterior debido al uso de
tensoactivos no téxicos.

2.3.3.2 DESVENTAJAS DEL METODO DE NANOPRECIPITACION
a) Es dificil controlar el tamafno de las nanoparticulas y se pueden
formar agregados.

b) Generalmente solo se pueden usar farmacos altamente solubles en

solventes organicos polares y poco solubles en agua.

2.3.4 PREPARACION DE NANOESFERAS A PARTIR DE
POLIMEROS NATURALES POR LA TECNICA DE
EMULSIFICACION

Las nanoesferas son preparadas a partir de la albumina (Fig. 18). La
albumina se disuelve en agua, después se dispersa en aceite de

algodén para formar una emulsidn agua/aceite. La emulsion
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preparada anteriormente se pone dentro de aceite a mas de 100°C,
después la albumina se desnaturaliza, de manera simultanea la fase
acuosa se evapora (Fig. 19). Las nanoesferas formadas se lavan y
purifican, después se endurecen mediante el entrecruzamiento® con

aldehidos (Couvreur et al, 1996).

Figura 18: Estructura tridimensional de la albimina humana (es.wikipedia.org).

Otro método consiste en la formacidon de nanoesferas a temperatura
ambiente mediante la unién de gelatina por un aldehido adicionado a

una emulsién agua/aceite (Yoshioka et al/, 1981).

19 Entrecruzamiento: es la unién de dos cadenas largas de un polimero con una
cadena corta de atomos. (Oxford Dictionary of Chemistry, 2000).
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FASE ACUOSA
Gelatina

Sulfato de sodio
AGREGADOS
PROTEINICOS

RESOLVATACION
Alcohol
DISPERSION
PROTEINICA
COLOIDAL

B

DESOLVATACION

]

NTRECRUZ,AMIENTO
DEL POLIMERO
Aldehido
| NANOESFERAS

Figura 19: Se muestra la formacidon de nanoesferas por la técnica de emulsificacién.

2.3.4.1 VENTAJAS DEL METODO DE EMULSIFICACION

a) Uso por la via parenteral.

b) Poco uso de solventes organicos.

2.3.4.2 DESVENTAJAS DEL METODO DE EMULSIFICACION
a) Los polimeros naturales producen reacciones antigénicas.

b) No se pueden utilizar por la via intravenosa.
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2.3.5 PREPARACION DE NANOESFERAS A PARTIR DE
POLIMEROS NATURALES POR LA TECNICA DE

DESOLVATACION

En este método el polimero utilizado es la gelatina en solucion junto
con un tensoactivo a la cual se le va agregando lentamente un agente
desolvatante (una sal neutra o alcohol) esta accion modifica la
estructura terciaria de la gelatina para dar un material hidrofébico. La
solucién clara en un principio se va tornando opaca conforme
transcurre el tiempo, esto indica que se van formando Ilas
nanoesferas. Las nanoesferas se entrecruzan con aldehido, el exceso
de aldehido es neutralizado con un sulfito (Fig. 20). Si la sal o el
alcohol son agregados en exceso se produce una precipitacion
gruesa. Por este motivo se recomienda seguir el proceso por medio
de un nefeldmetro para controlar el tamafio de las nanoesferas. Al
final las nanoesferas se lavan con una ultracentrifugacién y se
purifican por medio de una didlisis (Couvreur et al, 1996).

2.3.5.1 VENTAJAS DEL METODO DE DESOLVATACION DE
POLIMEROS NATURALES

a) No se utilizan solventes organicos

b) Facil escalamiento para produccién industrial.

2.3.5.2 DESVENTAJAS DEL METODO DE DESOLVATACION DE
POLIMEROS NATURALES

a) Los polimeros naturales producen reacciones antigénicas.
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b) Se pueden producir precipitados si agrega en exceso la sal o el

alcohol.

SOLUCION ACUOSA
Gelatina, tensoactivo
ALCOHOL,
SAL NEUTRA

AGREGADOS

ENTRECRUZADO
Aldehido

NANOESFERAS

Figura 20: Se muestra la formacion de nanoesferas por la técnica desolvatacion.

2.3.6 PREPARACION DE NANOESFERAS A PARTIR DE

POLIMEROS POR LA TECNICA DE FLUIDOS SUPERCRITICOS

Este método surge a partir de que las técnicas anteriores utilizan
solventes organicos téxicos. La técnica de fluidos supercriticos utilizan
solventes menos téxicos y por este método se obtienen nanoesferas
con una pureza mayor. Existen dos métodos que son RESS y SAS:
“En la rapida expansion de la solucion supercritica (RESS) el polimero
de interés es disuelto en un fluido supercritico y la solucion es
expandida a través de una boquilla. Por lo tanto el poder solvente del
fluido supercritico dramaticamente disminuye y el polimero

eventualmente precipita. La técnica es limpia por que el polimero
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precipitado esta libre de solvente. Desafortunadamente muchos
polimeros tienen poca o nula solubilidad en los fluidos supercriticos.”
“En el método de anti-solvente supercritico (SAS) la solucidén es
cargada con el fluido supercritico en el vaso de precipitacidon
conteniendo un solvente organico y el polimero. A altas presiones el
antisolvente entra dentro de la fase liquida asi que el poder del
solvente baja y el polimero precipita (Fig. 21). Al final cuando el
solvente ha sido reducido a un nivel deseado, el vaso es
despresurizado y las nanoparticulas son colectadas.” (Soppimath et

al, 2001).

CO, > <—So|}Jci,(3|j
N polimérica
\ 4
PV1

PV2

 Sa— Ventilacion

EV

solvente

Figura 21: Se muestra la formacion de nanoesferas por la técnica de fluidos
supercriticos (método SAS). PV1 y PV2 son dos bombas volumétricas, N es una
boquilla, P es un contenedor de precipitaciéon, MV es una valvula micrométrica, EV

es un contenedor de expansion (Soppimath et a/, 2001).
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2.3.6.1 VENTAJAS DEL METODO DE FLUIDOS SUPERCRITICOS
a) Uso de solventes no contaminantes para el medio ambiente.

b) No es necesario purificar las nanoparticulas obtenidas.

2.3.6.2 DESVENTAJAS DEL METODO DE FLUIDOS
SUPERCRITICOS
a) Algunos polimeros son poco solubles o insolubles en los fluidos

supercriticos.

2.4 METODOS DE PREPARACION DE NANOCAPSULAS A PARTIR

DE UN POLIMERO PREFORMADO

2.4.1 PREPARACION DE NANOCAPSULAS A PARTIR DE
POLIMEROS POR LA TECNICA DE EMULSIFICACION

ESPONTANEA (EMULSION DOBLE)

“La emulsificacién espontanea ocurre cuando una solucién de un
liguido L1 en un liquido L2 es adicionado precavidamente en la
superficie de un tercer liquido L3, L2 comienza a solubilizarse
simultdneamente en L1 y L3, donde L1 es insoluble en L3. Moléculas
de L1 son transferidas de manera progresiva hacia L3, mientras tanto

ocurre una difusién reciproca entre L2 y L3 (Fig. 22). Este proceso
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llamado difusion y retroceso, permite la formacion de gotas de L1 en
L3 dando una emulsion ultrafina.” (Couvreur et al, 1996).

Para la obtencién de nanocapsulas el polimero y el principio activo
son disueltos en un solvente volatil miscible con un no solvente. La
solucién con el polimero se agrega al no solvente, la mezcla se va
cambiando a un color lechoso lo que muestra que se van formando
las nanocapsulas. El solvente es removido por evaporacién a
temperatura ambiente bajo presidon reducida. El tamafo de las

nanocapsulas es de aproximadamente 200 nm.

LIQUIDO 1 +
LIQUIDO 2

LIQUIDO 3 '
l é ersIoN J

NANOCAPSULA

Figura 22: Se muestran la formacién de nanocapsulas por la técnica de doble

emulsion.

2.4.1.1 VENTAJAS DEL METODO DE EMULSION ESPONTANEA

a) Uso de polimeros biodegradables.
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b) Facil escalamiento.
2.4.1.2 DESVENTAJAS DEL METODO DE EMULSION
ESPONTANEA

a) Uso de solventes organicos.

2.5 METODO DE PREPARACION DE NANOCAPSULAS POR LA
TECNICA DE POLICONDENSACION INTERFACIAL POR MEDIO
DE LA ELECTROFORESIS CAPILAR

La tension interfacial entre dos liquidos puede ser reducida cuando
aplicamos un voltaje entre las dos fases. Si este voltaje se aplica en
la interfase entre estas dos fases la emulsificacion espontéanea ocurre.
La técnica para la fabricacion de nanocapsulas consiste en inyectar
en una jeringa la fase acuosa que contiene el principio activo y el
monomero hidrosoluble (L-lisina),la fase organica esta constituida de
un solvente organico (ciclohexano-cloroformo, en una relacion de
3:1) y de un mondmero liposoluble (cloruro de tereftaloide). Se aplica
un voltaje de 850 V entre la aguja de la jeringa y un alambre de
platino sumergido dentro de la fase organica. La policondensacién se
produce por una agitacion magnética entre la L-lisina y el cloruro de
tereftaloil, las nanocapsulas se forman en la interfase (Fig. 23). Las
nanocapsulas son purificadas por medio de una ultracentrifugacién

(Montasser et al, 2000).
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Fase acuosa
( mondémero hidrosoluble )
“L-Lisina”

Policondensacién |

_/\/W interfacial
- —-

Purificacién

Fase organica
( monémero liposoluble )
cloruro de tereftaloil

Figura 23: Se muestra la formacién de nanocapsulas por la técnica de

policondensacién interfacial mediante electroforesis capilar (Montasser et al/, 2000).

2.5.1 VENTAJAS DEL METODO DE ELECTROFORESIS CAPILAR

a) Produccion de nanocapsulas estables.

2.5.2 DESVENTAJAS DEL METODO DE ELECTROFORESIS
CAPILAR
a) Dificil escalamiento.

b) Uso de solventes organicos.
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Tabla 2:

Diferentes métodos de preparacién de nanoparticulas (Kreuter, 1994).

Método y polimero Farmaco Tamaiio de
empleado incorporado o nanoparticula(nm)
adsorbido
Emulsion-
polimerizacion en
una fase acuosa
continua
Metacrilato de Virus de la 130
polimetilo influenza
Antigeno de la 130
influenza
Suero de albimina 60-300
bovina
Antigenos HIV 130
5-Fluoracil 130
Indometacina 60-1200
Copolimeros de Doxorubicina 300
metacrilato de
polimetilo
Cianoacrilato de Actinomicina D 200
polimetilo
Metotrexato 200
Vinblastina 200-300
Cianoacrilato de 5-fluoracil 50-100
polibutilo
Progesterona 250
Pilocarpina 100
Doxorubicina 70-130
Rosa de bengala 70-205
Amikacina 60-265
ADN 100-300
Cianoacrilato de Doxorubicina 200
poliisobutilo
Amfotericina B 200-300
5-Fluorocitosina 200-300
Miconazol 200-300
Betaxolol 220-280
Ampicilina 40-80
130-200
Gentamicina 280
Anticuerpos 120
Factor liberador de 140-170
la hormona del
crecimiento
Cianoacrilato de Vincamicina 200
polihexilo
Cianoacrilato de Ampicilina 30-80

poliisohexilo
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Método y polimero Farmaco Tamaiio de
empleado incorporado o nanoparticula(nm)
adsorbido
150-250
Dehidroemetina 100-250
Vidarabina 170-360
Adenina 170-360
Amfotericina B 210-280
Anticuerpos 170
Factor liberador de
la hormona del
crecimiento
Polimerizacion en
emulsion en una
fase continua
organica
Poliacrilamida Inmunoglobulina G 80
Toxina del tétanos 80
Norefedrina 100
Enzimas 1000
250-300
Cianoacrilato de Triamcinolon 500
polimetilo
Fluoresceina 800-1000
Cianoacrilato de Doxorubicina
polietilo
Cianoacrilato de Doxorubicina
polibutilo
Cianoacrilato de Azul de metileno 80-120
polimetilo
Cianoacrilato de Pilocarpina 300-600
polimetilo
Cianoacrilato de Timolol 80-300
polietilo
Cianoacrilato de Timolol 80-300
polibutilo
Polimerizacion
interfacial
Poli(Na,Ne-L- Hemosilato 380
lisinediltereftalamida
Cianoacrilato de Lipiodol 200-300
poliisobutilo
Indometacina 220-240
Daropidina 150
Insulina 150-300
Deposicion
interfacial
Poli-D-L-Lactido Indometacina 230

Desnaturalizacion
de
macromoléculas
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Método y polimero Farmaco Tamaiio de
empleado incorporado o nanoparticula(nm)
adsorbido
Albumina del suero Mercaptopurina 200-1200
Doxorubicina 200-1500
250-1500
750-1000
5-Fluororacil 650
Primaquina 500-1200
Mitronidazol 500-1200
Gelatina Mitomicina C 280
Primaquina 100-800
Metronidazol 100-800
Dipéptido de 400-2000
muramil
Interferdn 400-2000
Nanoparticulas de
carbohidratos
Dextrano de Proteinas 500
poliacrilo
Almidon de Primaquina 500-2500
poliacrilo
Trimetoprim 500-2500
Proteinas 500-2200
Formacion de NP
por desolvatacién
Gelatina Tecnecio 99m 400
Mitomicina C 280
Doxorubicina 180-300
Dactinomicina 180-300
Triamcinolona 140-500
Primaquina 50-500
Metronidazol 50-500
Albimina Flukicida 10645 50-500
Insulina 200
5-fluororacil 200-400
Doxorubicina 50-700
Evaporacion del
solvente
Acido polilactico Triamcinolona 500-700
Copolimero Acido Dipéptido de 200-2000
polilactico-Acido Muramil MDP-B30
poliglicolico
Poli(B- 170
hidroxibutirato)
Etil celulosa Indometacina 120-220
Eugragit RL Indometacina 120-220
Eudragit RS Indometacina 90-280
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CAPITULO 3
3.0 CARACTERIZACION DE LAS NANOPARTICULAS
Las nanoparticulas son caracterizadas a través de diferentes técnicas
fisicoquimicas. La finalidad de la caracterizacibn es dar una
descripcién quimica y fisica completa de las nanoparticulas. Los
principales parametros que se evallan son: el tamafo, la forma,
carga superficial, peso molecular, cristalinidad, hidrofobicidad y area

superficial.

3.1 CARACTERIZACION DEL TAMANO DE LAS
NANOPARTICULAS

La técnica mas rapida y comun para determinar el tamano de las
nanoparticulas es la espectroscopia de correlacion de fotones (Fig.
25) (Kreuter, 1994). Esta técnica determina el diametro por medio
del movimiento browniano de las nanoparticulas (Fig. 24), se evalla
el coeficiente de difusién, D, entonces el didmetro es calculado a

partir de la ecuacién de Stokes-Einstein (Fig.26) (Fattal et al, 2002).

_ kT
" 6mD
donde: Ry= radio de la particula, k= constante de Boltzmann, T=
temperatura, n= viscosidad del solvente, D= coeficiente de
difusion.

37



Capitulo 3 Caracterizacion de las nanoparticulas

movimiento translacional )‘

Figura 24: Se muestra de manera esquematica el movimiento browniano de una

particula, el cual es ocasionado por la interaccidn de las particulas con el solvente.

Figura 25: Fotografia de uno de los instrumentos comerciales mas utilizados para la
determinacion del tamafio y potencial zeta de las nanoparticulas

(www.malverninstruments.com).
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DETECTOR

COMPUTADORA v

MUESTRA o

Figura 26: Funcionamiento del instrumento para medir el tamafio de las
nanoparticulas por medio de la espectroscopia de correlacién de fotones. Un haz de
rayos laser incide sobre la muestra, la luz es dispersada y detectada. El correlador
mide la intensidad de las fluctuaciones, y la computadora analiza los datos para

determinar el tamafio y la distribucién de las nanoparticulas.

Otra técnica utilizada es la microscopia electrénica la cual es también
facil de aplicar, sin embargo algunos materiales no se pueden
visualizar por medio de esta técnica. En el microscopio electrénico se
utiliza un haz de electrones enfocados hacia las nanoparticulas, los
cuales son refractados, reflejados y amplificados sobre una pantalla

fluorescente, asi permitiendo su visualizacion (Fig. 27) (Hall, 1970).
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Muestra
amplificada ——»

<4— Pantalla
fluorescente

Lente magnética

/ (proyectora)

— Lente magnética

(objetivo)

Muestra

Lente magnética

/ (condensadora)

Generador del haz
| | < de electrones

Figura 27: Se muestra un esquema del funcionamiento de un microscopio

electronico.

Algunas técnicas de microscopia mas actuales para determinar el
tamafio de las nanoparticulas son:

Microscopia electréonica de barrido, este tipo de microscopia
permite examinar mas a fondo las superficies de las nanoparticulas,
aqui los electrones se bombardean sobre el objeto de interés y
entonces se produce una emisidén de electrones secundarios que son
detectados y proyectados sobre un tubo de rayos catddicos para su

observacién. Las muestras requieren un recubrimiento con oro.
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Microscopia de fuerza atémica: esta no emplea la corriente de
efecto tunel®, por lo que se puede utilizar para visualizar objetos que
no sean conductores. Una sonda (por lo general una punta
consistente de fibras de silicio metalico o nitruro de silicio) proyecta
electrones sobre la superficie del material a observar, entonces los
electrones son repelidos por la nube de electrones de los atomos
superficiales, por lo tanto la sonda se va moviendo de arriba hacia
abajo a lo largo de la superficie explorada, este movimiento es
registrado por un haz de un rayo laser que se dirige sobre la punta y
reflejado finalmente hacia un fotodiodo, este Ultimo es el encargado
de recoger la informacién de la muestra. Esto es analizado por una

computadora y convertido en una imagen tridimensional (Fig. 28).

Figura 28: Microscopio de fuerza atomica (AFM) (www.ceramicaycristal.com.ar).

Microscopia de barrido de efecto tunel: con una sonda (punta
similar a la utilizada en el microscopio de fuerza atdmica) se aplica un
voltaje en una superficie de un material conductor, a causa de la poca

distancia entre la superficie y la sonda, se crea una pequefia corriente

9 Efecto tunel: es aquel en el cual los electrones pasan a través de una barrera de
potencial estrecha, que deberia constituir una regién prohibida (no deberian pasar
los electrones), si los electrones se trataran como particulas clasicas. (Diccionario
de Fisica, 1976).
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de electrones, por el principio del efecto tunel. La cantidad de
electrones que pasan de la superficie a la sonda depende de la
distancia entre estas dos, es decir entre mas cerca, mas corriente y
viceversa. Este movimiento de electrones es analizado por una
computadora y transformado en una imagen tridimensional de los
objetos (Fig. 29). Actualmente solo se pueden analizar muestras de

materiales conductoras o semiconductoras (Fig. 30).

Figura 29: Microscopio de barrido de efecto tunel (STM).

(www.ceramicaycristal.com.ar).

Figura 30: Fotografia obtenida con un microscopio de barrido de efecto tunel,
donde se pueden ver los atomos de un cristal de germanio (Enciclopedia Encarta,
2008).
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3.2 CARACTERIZACION DE LA FORMA DE LAS
NANOPARTICULAS

La forma de las nanoparticulas se determina por medio de las
diferentes técnicas de microscopia electroénica.

La microscopia electréonica requiere el uso de un agente de
recubrimiento que se aplica a las nanoparticulas. Aunque hoy en dia
existen técnicas donde no es necesario recubrirlas, este método
consiste en enfriar las nanoparticulas a muy bajas temperaturas y
utilizar microscopia electronica de criotransmision. También se utiliza

la microscopia electrénica de barrido (Fatal et al, 2002).

3.3 CARATERIZACION DE LA CARGA SUPERFICIAL DE LAS
NANOPARTICULAS

La carga superficial de las nanoparticulas se mide a través de su
potencial zeta.

Las nanoparticulas presentan una carga eléctrica debido a sus
caracteristicas idnicas y bipolares. Para medir el potencial zeta se
utiliza un instrumento que mide este parametro. Las nanoparticulas
se rodean por otras particulas idnicas con carga opuesta, a estas
ultimas se les llama la capa difusa. Por fuera de la capa difusa hay
una mezcla de particulas idnicas de diferentes cargas formando una
especie de nube, por lo que reciben el hombre de la doble capa difusa

(Li et al, 2007).

43



Capitulo 3

Caracterizacion de las nanoparticulas

El medidor del potencial zeta funciona de la siguiente manera: al

aplicar un voltaje a la solucidon en la cual las nanoparticulas estan

dispersas, las nanoparticulas van a migrar hacia el electrodo de

polaridad opuesta. Entonces por medio de un haz laser se mide la

velocidad de migracién de las nanoparticulas, la cual es convertida

por medio de una computadora en el valor de potencial zeta

correspondiente (Fig. 31) (Li et al, 2007).

ELECTRODO
NEGATIVO

\
MIGRACION
+ 4
e »
+ =
A7
r xr
SOLUCION Y. ELECTRODO

POSITIVO

\ Nanoparticulas a medirles
el potencial Z

Capa difusa ionica

— Doble capa difusa i6nica

Figura 31: Funcionamiento del medidor del potencial zeta.

Una de las ecuaciones que se utiliza para el calculo del potencial zeta

es la de Helmholtz-Smoluchowsky::

Up= VpE= (en

donde: U,= movilidad electroforetica,

V,= velocidad electroforetica, E=

intensidad del campo electrico, (= potencial zeta, €= permitividad, n=

viscosidad del medio (Li et a/, 2007).
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La ecuacion que nos permite el calculo del potencial zeta por medio
de un haz laser y la movilidad electroforética de las nanoparticulas es
la siguiente:

U = AVA,
P 2nEsen(6/2)

donde: U,= movilidad electroforética, Av= corrimiento de la frecuencia
Doppler, Ao= longitud de onda del laser en el vacié, n= indice de refraccion

del medio, E= campo eléctrico aplicado, 6= angulo de dispersidon del laser

(Li et al, 2007).

3.4 CARACTERIZACION DEL PESO MOLECULAR DE LAS
NANOPARTICULAS

El peso molecular de las nanoparticulas se determina generalmente
con una cromatografia de permeacién en gel (Kreuter, 1994).

“La cromatografia de permeacidon en gel, que se ha denominado de
tamices moleculares o filtracion en gel, es un tipo de cromatografia
sdlido-liquido que separa los polimeros polidispersos en fracciones
por tamizado en un gel de poliestireno con enlaces cruzados u otro de
caracteristicas semejantes. El gel de poliestireno, que sirve de fase
estacionaria, se puede obtener comercialmente en una gran variedad
de tamafios de poro (1 a 10° nm). Puesto que las moléculas
pequefas penetran mas facilmente en las particulas de gel, las
fracciones de mas alto peso molecular se separaran antes. De esta

manera, la cromatografia de permeacion en gel separa las fracciones
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de acuerdo con su tamafio. El peso molecular es funcién del volumen

efectivo ocupado por la cadena del polimero en disolucion” (Fig.32)

(Seymour, 1998).
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Figura 32: Se muestra el esquema de flujo de la disolucion y disolvente en un

cromatdgrafo de permeacion en gel (Seymour, 1998).
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3.5 CARACTERIZACION DE LA CRISTALINIDAD DE LAS
NANOPARTICULAS

Los polimeros presentan una estructura cristalina por lo que las
nanoparticulas al estar formadas de polimeros biodegradables y no
biodegradables presentan esta propiedad.

Para determinar la cristalinidad se utilizan las técnicas de difraccién
de rayos X y calorimetria diferencial de barrido.

La difraccién!® de rayos X por un cristal presentan un patrén de
interferencia tipico para una sustancia cristalina. La longitud de onda
de los rayos X son comparables en tamano con la distancia entre los
atomos de muchos cristales, y la repeticion de los mondmeros actua
como una red cristalina, donde son difractados los rayos X. Por lo
tanto el patrén de interferencia emitido es detectado en un
difractémetro. El detector es un instrumento que convierte los rayos

X en pulsos de corriente eléctrica (Fig.33).

19 Difraccién: desviacién que experimentan las ondas en su propagacidn rectilinea
cuando chocan con obstaculos o cuando penetran por aberturas; sobre todo cuando
el didmetro de estas es comparable o mas pequefio que la longitud de onda
(Diccionario de Fisica, 1976).
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Detector

Muestra

Fuente de
rayos X

Figura 33: Esquema de un difractometro de rayos X.

“La calorimetria diferencial de barrido es un método analitico
instrumental térmico en el que se mide la diferencia entre el calor
absorbido por una muestra de un polimero y un patrén mediante la
electricidad consumida a medida que aumenta la temperatura”

(Fig.34) (Seymour, 1998).

Muestra del -
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N

Figura 34: Esquema de un aparato calorimetria diferencial de barrido.

(www.pscr.usm.edu).
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El resultante es un grafico denominado termograma, donde se
muestra la informacién del polimero en estudio. El area bajo la curva
obtenida es una medida directa del calor de transicién, ademas se
obtiene el punto de fusién. Un termograma es caracteristico de cada

polimero o sustancia en particular (Fig. 35).

Tiempq

_|
Q

v

Temperatura

Figura 35: Ejemplo de un termograma: Tg: temperatura de transicidn vitrea, Tc:

temperatura de cristalizacidon, T;. temperatura de fusion (www.pscr.usm.edu).

3.6 CARACTERIZACION DE LA HIDROFOBICIDAD DE LAS
NANOPARTICULAS

Esta propiedad se evalla por medio de la cromatografia de
interaccién hidrofdobica, esta consiste en hacer pasar las
nanoparticulas a través de una columna que contiene un gel
hidrofébico de interaccion cromatografica (Fig. 36). Las

nanoparticulas que son retenidas por el gel y solo pueden ser
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extraidas después de la adicion de un tensoactivo se consideran
hidréfobas. Por otro lado las nanoparticulas que no son retenidas por

el gel se consideran hidrofilicas.

Figura 36: Columna cromatografica de interaccién hidrofdbica.

3.7 CARACTERIZACION DE PROPIEDADES DE SUPERFICIE DE
LAS NANOPARTICULAS

La adsorcion de proteinas plasmaticas por parte de las
nanoparticulas se puede medir con una electroforesis en gel de
poliacrilamida en 2 dimensiones. La electroforesis es una técnica en
la cual las moléculas (proteinas) se separan de acuerdo a su carga
eléctrica que poseen, cuando se someten a un campo eléctrico
externo (Fig. 37). Las moléculas con carga negativa se desplazan
hacia el electrodo positivo y las de carga positiva hacia el electrodo

negativo. Esta emigracién de las moléculas depende del pH del medio
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utilizado. Finalmente se obtiene un patrén de bandas, cuya distancia
del punto de inicio de la corrida corresponda a su tamafo molecular.
Lo de dos dimensiones es por que la direccidon de la migracidon de las

proteinas se cambia después de la primera corrida (Soberon, 1996).

Muestra

I_l -
Gel de l\ JR S . Direccion
poliacrilamida ’ - 0 de la
— O migracion
Medio

¢ (buffer)

Figura 37: Dibujo de como se realiza una electroforesis en gel de poliacrilamida.

Para determinar la composicion quimica de la superficie de las
nanoparticulas se utiliza la espectroscopia fotoelectrénica de rayos x.
En la espectroscopia fotoelectronica de rayos x (XPS) “la muestra se
bombardea con una haz de rayos x de energia hv, de ella se
desprenden electrones del interior con una energia cinética (Ex) que
supera la energia de enlace (Eg) y la funcion de trabajo (@). Estos
electrones interiores se llaman fotoelectrones de rayos x. la ecuacion
de la energia puede expresarse de la siguiente manera:

Ex=hv -Eg - ¢
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Las energias cinéticas de estos electrones expulsados que se originan
en los primeros 30 Angstrom de la superficie se miden mediante la
XPS (Fig. 38).

Las funciones de un espectrometro fotoelectréonico de rayos x son la
produccién de una intensa radiacion de rayos x para irradiar la
muestra y fotoexpulsar electrones interiores, la introduccion de los
electrones expulsados en un analizador de energia, la deteccion de
los electrones de energia analizada y el suministro de una salida
apropiada de una intensidad de sefal funcidon de la energia de unidn

de los electrones” (Fig. 39) (Seymour, 1998).
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Figura 38: Principio de funcionamiento de la espectroscopia fotoelectrénica de

rayos X.
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Figura 39: Espectro obtenido con la espectroscopia fotoelectrénica de rayos X de la

superficie del cobre tricloroetano (www.slac.stanford.edu).
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CAPiTULO 4
4. APLICACIONES DE LAS NANOPARTICULAS
En la actualidad se ha incrementando el nUmero de aplicaciones de
las nanoparticulas en las dreas de tecnologia farmacéutica,
diagndstico de enfermedades, tratamiento de enfermedades mortales

como el cancer, etc.

4.0 TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES

4.1 TRATAMIENTO DEL CANCER CON NANOPARTICULAS

4.1.1 NANOPARTICULAS DE DOXORRUBICINA

Uno de los factores que limitan el uso de farmacos en la
guimioterapia es la falta de especificidad hacia las células tumorales,
por lo que su indice terapéutico es bajo, de esta manera se ha
aumentado la toxicidad de los farmacos anticancerigenos para las
células normales. Se pretende que con el uso de las nanoparticulas,
haya una mejor selectividad hacia las células neoplasicas!?,
reduciendo los efectos secundarios.

La doxorrubicina (DXR) es un farmaco que se utiliza en el
tratamiento de los siguientes tipos de cancer: sarcomas de tejidos

blandos, osteogeno y de otros tipos (Fig.40); enfermedad de

" El termino neoplasia etimoldégicamente significa “formacién nueva” (de neo,
nuevo y plasia, formacion), hay neoplasias benignas y malignas o cancer (Torroella
et al, 1998).
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Hodgkin, linfomas no Hodgkin, leucemias agudas, tumores de
mamas, de vias genitourinarias, tiroides, pulmones, estomago y
neuroblastoma. El principal efecto secundario que ocasiona es la
cardiomiopatia (Goodman and Gilman et al, 1996).

La DXR se une con el ADN afectando la sintesis de ADN y ARN,
también interactia con las membranas celulares alterando sus

funciones (Goodman and Gilman et al, 1996).

OH
o OH
C——CH,—OH
OCH3; O OH
H,C O O
HO
NH,

Figura 40: Molécula de doxorrubicina (DXR).

Tabla 3: Propiedades biofarmacéuticas y efectos adversos de la doxorrubicina

(Diccionario de Especialidades Farmacéuticas, 2002).

Propiedades biofarmacéuticas Efectos adversos

La forma farmacéutica es una solucién | Altamente irritante para los tejidos,
inyectable, soluble en agua, via de|causa nauseas, voOmitos, alopecia,
administracion intravascular, tiene una | mucositis, cardiotoxicidad, hepatoxici-
distribucion rapida en todo el cuerpo, |dad, toxicidad hematoldgica,
no cruza la barrera hematoencefalica, | embriotoxica, teratogénica.

vida media de 20-48 hrs.
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Las primeras nanoesferas con DXR se utilizaron para el tratamiento
de leucemia linfoide L-1210. Se compararon las mismas dosis por la
via intravenosa de DXR en la forma farmacéutica comercial y
nanoesferas de PIBCA cargadas con DXR. Se encontrd que los ratones
utilizados incrementaron su promedio de vida con las nanoesferas de
DXR respecto de los otros a los que se les administro la DXR en
forma normal (Fig. 41); sin embargo, finalmente ambos grupos de
ratones perecieron (Leroux et al, 1996).

Otro tipo de neoplasia en el que se utilizaron las nanoparticulas fue
en el reticulosoma M5076. Se usaron nanoesferas de PACA con DXR,
el nimero de metastasis'? se redujeron respecto de la DXR en forma
libre. Se tomaron biopsias de los higados de los animales en estudio,
los cuales mostraron una disminucion del numero de células
cancerigenas dentro del tumor (Fattal et al/, 2002).

Se han realizado estudios en ratones con nanoesferas de PIHCA con
DXR y se encontré que eran efectivas contra el tratamiento de
metdastasis hepaticas, se redujeron el numero de metastasis
hepaticas y hubo un incremento en el promedio de vida (Leroux et al,

1996).

12 Metastasis: es la manera en la que los tumores se diseminan hacia fuera
(invadiendo otros tejidos) del tumor cancerigeno. Reciben el mismo nombre los
tumores que se desarrollan de la manera anteriormente explicada. (Diccionario
Mosby, 1998).
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Figura 41: Se observa el tiempo (en dias) de supervivencia de un ratén: (U ) no
tratados, (0) tratados con 10 mg/kg de DXR libre en via intravenosa, (¢) tratados
con nanoesferas de PIHCA con DXR. A todos los lotes se les aplicd una sola dosis al
dia 7 (Leroux et al, 1996).

Las nanoparticulas con DXR tienen la habilidad de vencer Ia
resistencia a los farmacos que desarrollan las células cancerigenas. El
mecanismo de accion de resistencia a los farmacos es complejo (Fig.
43). La DXR penetra en la célula a través de difusion pasiva una vez
dentro de la célula se une a la glicoproteina-P ubicada en la
membrana celular, esta proteina utiliza energia en forma de ATP para
bombear hacia fuera de la célula a la DXR. En un estudio realizado in
vitro se utilizaron nanoesferas de PIBCA con DXR contra células
tumorales U-937, como se observa en la grafica se redujo la salida de
nanoesferas con DXR respecto de la DXR en forma libre (Fig.42)

(Leroux et al, 1996).
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Figura 42: Las células se cultivaron por 4 horas a 37°C con 0.5ug/ml de DXR libre
(0), o nanoesferas con DXR(LJ). Después de este tiempo se lavaron con una solucion
salina en buffer de fosfatos, las células se resuspendieron en un medio libre del

farmaco por 48 horas (Leroux et al, 1996).

Exterior de la célula @@

Membrana
g i z i z i ¢ celular
@@ <4“— farmaco

—
»

Glicoproteina-P

Interior de la célula
Figura 43: Se muestra el mecanismo de accion de la resistencia a los farmacos por

parte de las células tumorales. La glicoproteina-P utiliza energia en forma de ATP

para bombear hacia fuera de la célula al farmaco.
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Otra aplicacidon de la DXR y nanocapsulas con colesterol de muramil
tripéptido (MTP) o muramil dipéptido (MDP), estos ultimos son
agentes inmunoestimulantes que activan a los macréfagos con un
efecto citostatico hacia las células tumorales. El posible mecanismo
de accién es que los macréfagos producen éxido nitrico, molécula
altamente reactiva y téxica, que reduce el transporte mitocondrial de
electrones (Fig. 44). Este tipo de nanoparticulas se han probado en
estudios in vivo y se ha reportado su eficiencia contra metastasis del

higado (Leroux et al, 1996).

Exterior del Macroéfago
Oxido nitrico (ON)

) O O t
Receptor de
1 J > 3 membrana
M / Membrana
9 9 “T  celular
v
MTP-col QO 0O
l \ /O
O MDP
—»
Lisosoma w » Sintetasa-ON

Receptor intracelular

Interior del Macrofago

Figura 44: Diferentes mecanismos por medio del cual MTP-colesterol en
nanocapsulas o MDP libre e hidrofilico pueden penetrar hacia adentro de los
macroéfagos alveolares, de esta manera induciendo una activacion de estas células

mediante la liberaciéon de Oxido Nitrico (ON): (1) fagocitosis de nanocapsulas, (2)
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difusion pasiva de MTP-colesterol, (3) entrada de MDP mediante un receptor en la

membrana celular o por pinocitosis (Leroux et al, 1996).

En la busqueda de una molécula que fuera capaz de inhibir la
glicoproteina-P se encontrd a la ciclosporina A, por lo que se probd
con DXR en nanoesferas de PIBCA. Esta combinacién fue bastante

eficiente contra la resistencia a los farmacos (Fattal et a/, 2002).

La distribucién de las nanoparticulas con DXR en los seres vivos
depende de las caracteristicas del material acarreador
(hidrofobicidad). Después de una administracion intravenosa las
nanoparticulas son atrapadas por el sistema reticulo endotelial,
minutos después se acumulan en el higado y el bazo (Leroux et al,
1996).

Por ultimo hay que decir que este tipo de nanoparticulas tienen algo
de toxicidad. Se ha observado un incremento de la toxicidad en la
médula désea y en los riflones. La toxicidad depende del polimero
usado en la elaboracién de las nanoparticulas, por ejemplo se
demostré que las nanoesferas de PACA con efectos mas citotdxicos
hacia las células cancerigenas fueron aquellas con las cadenas del
polimero mas cortas; por otra parte, este tipo de nanoesferas
ocasionan un efecto mielosupresivo!® en la médula dsea. (Vauthier et

al, 2003).

13 Inhibicién del proceso de produccidn células sanguineas y plaquetas en la médula
osea (Diccionario Mosby, 1998).
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4.1.2 NANOPARTICULAS DE 5-FLUOROURACILO

Se utiliza en el tratamiento de carcinomas metasticos de la glandula
mamaria y vias gastrointestinales, carcinomas de ovario, cuello
uterino, vejiga, prostata, pancreas y zonas bucofaringeas.

El 5-Fluorouracilo es un analogo del uracilo (Fig. 45), por lo que
inhibe eficazmente la funcion del ARN, actia como inhibidor

reversible de la enzima timidilato sintetasa. (Goodman and Gilman et

al, 1996).
I I
| F
H
| NH | NH
uracilo 5-fluorouracilo

Figura 45: Molécula de uracilo y 5-fluorouracilo.

Se han utilizado nanoesferas de PACA con el 5-fluorouracilo en el
tratamiento de carcinomas aumentando su eficacia, pero también se
incremento su toxicidad.

Las nanoesferas de albumina y 5-fluorouracilo resultaron eficaces

contra el carcinoma de ascitis!* Ehrlich (Kreuter J., 1994).

14 Acumulacién anormal de liquido intraperitoneal que contiene grandes cantidades
de proteinas y electrolitos (Diccionario Mosby, 1998).
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4.1.3 NANOPARTICULAS DE PACLITAXEL

El paclitaxel es una molécula que se aislé de la corteza del tejo en
1971, es un inhibidor de la mitosis, estimula la formacién de
microtubulos, como consecuencia se detiene el ciclo celular en la
mitosis (Fig. 46). Se utiliza en el tratamiento del cancer ovarico,
seno, pulmones, eséfago, cuello y cabeza (Goodman and Gilman et

al, 1996).

Figura 46: Molécula de paclitaxel.

La molécula de paclitaxel es muy poco soluble en agua, pero si es
soluble en solventes organicos como el etanol. La formulacion
actualmente disponible es Chremophor EL (contiene aceite de castor
polietoxilado y etanol para solubilizar el farmaco). Sin embargo la

presentacion anterior tiene efectos secundarios graves, como
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reacciones de hipersensibilidad, neurotoxicidad, nefrotoxicidad (Kim
et al, 2005).

En el desarrollo de una nueva formulacién nombrada Abraxane®,
recientemente aprobada por la FDA, se utilizaron nanoparticulas de
albumina cargadas con paclitaxel (Fig. 47). Estas nanoparticulas
evitan los efectos toxicos del Chremphor EL, ademas toman ventaja
de los receptores de albumina en las células cancerigenas para liberar

el farmaco directamente en el tumor (Fahmy et a/, 2005).

Figura 47: Abraxane® es un medicamento elaborado en base a nanoparticulas,
contra el cancer de mama, aprobado por la FDA para su comercializacion.

(www.healthcentral.com/breast-cancer/find-drug-82588-73.html).

Otra forma de preparar el paclitaxel es en forma de nanoparticulas
de acido polilactico-co-glicolico. Se han realizado estudios con células
cancerigenas de pulmén NCI-H69, las cuales perdieron el 70 % de su

viabilidad a una dosis de 0.025 pg/ml (Fonseca et al/, 2002).
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4.1.4 NANOPARTICULAS DE METOTREXATO

El metotrexato es un antagonista del acido félico, fue uno de los
primeros farmacos antineoplasicos contra la leucemia (Fig. 48). Es un
inhibidor de la dihidrofolato reductasa, también inhibe las enzimas
gue dependen de folato en la sintesis de la purina y del timidilato. El
acido fdlico es un factor esencial en los alimentos y de el se deriva

una serie de cofactores para la sintesis de ADN y ARN (Bevan et al,

1982).
N N _NH,
$H3 ‘ A Qb(/
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H
HoOC N NH,
COOH O

Figura 48: Molécula de metotrexato.

Se utilizaron nanoesferas de PBCA cargadas con metotrexato contra
el osteosarcoma obteniéndose una reduccion del 50% del crecimiento

del tumor versus el metotrexato libre (Leroux et al, 1996).

4.1.5 NANOPARTICULAS DE MITOXANTRONA

La mitoxantrona es un analogo de la doxorrubicina, causa menos
toxicidad cardiaca (Fig.49). Se utiliza para el tratamiento de
leucemias no linfociticas agudas. También ocasiona dafos al ADN, lo

separa en filamentos (Goodman and Gilman et al/, 1996).
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Figura 49: Molécula de mitoxantrona.

Nanoparticulas lipidicas con mitoxantrona se utilizaron contra el
cancer de mama. El porcentaje de inhibicion del tumor fue del 81 %
con nanoparticulas, mientras que con el farmaco libre en solucién y
con una dosis al doble respecto del anterior fue de 82 %. Se observo
una mayor toxicidad en el higado y pulmones en la formulaciéon del
farmaco en solucion. Hubo una reduccién en el tamafo del tumor
utilizando nanoparticulas (41.85 mm?®), con la mitoxantrona en

solucién el tamafio fue de 119.32 mm? (Lu Bin et al, 2006).

4.1.6 NANOPARTICULAS DE DACTINOMICINA

La dactinomicina es un farmaco de origen natural que se obtiene de
una especie de Streptomyces (Fig. 50). Se utiliza en el tratamiento
de algunas neoplasias de nifios y el coriocarcinoma. La dactinomicina

tiene la capacidad de unirse al ADN quedando bloqueada la capacidad
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de duplicacién del ADN por parte de la ARN polimerasa (Goodman

and Gilman et al, 1996).

0]
HsC
Thr-p-Val™Pro
Q / N MeVal—Sar
0]
H3C
Thr-p-Val™Pro
O NH; Il/IeVaI—Slar

Figura 50: Molécula de dactinomicina.

La utilizacidon de nanoesferas de PHCA con dactinomicina se utilizd

para el tratamiento de un sarcoma S250 en ratas. Resulto mucho
mas efectivo reduciendo el tamafio del tumor respecto del farmaco en
forma libre, ademas los animales sobrevivieron por mas tiempo

(Leroux et al, 1996).

4.1.7 NANOPARTICULAS DE VINDESINA

Este anticancerigeno proviene de una planta llamada Vinca (Fig. 51).
Son agentes alcaloides antimicéticos. La molécula de vindesina se
une a la tubulina evitando su polimerizacion en microtubulos. Como
los microtubulos intervienen en el proceso de la mitosis, esta se

detiene (Goodman and Gilman et al, 1996).
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NH,

Figura 51: Molécula de vindesina.

Un estudio realizado con nanoesferas magnéticas de albumina con
vindesina contra el sarcoma Yoshida en ratas Holtzman, demostré
que el 85% de las ratas que recibieron el tratamiento con
nanoesferas magnéticas, detuvieron el crecimiento del tumor (Leroux

et al, 1996).

4.1.8 NANOPARTICULAS DE TAMOXIFENO

El tamoxifeno es un farmaco antiestrédgeno, actia como inhibidor
competitivo de la unién de estradiol a los receptores de estrégeno,
por lo que se inhibe el crecimiento de las células tumorales (Fig. 52).
Se utiliza como preventivo del cancer de mama y coadyuvante

durante la terapia del mismo (Goodman and Gilman et al/, 1996).
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Figura 52: Molécula de tamoxifeno.

Se utilizaron nanoparticulas de O6xido de polietileno-poli-¢-
caprolactona, posteriormente se recubrieron con éxido de polietileno-
6xido de polipropileno-6xido de polietileno  (Pluronic®). La
biodistribucidn en vivo del farmaco en soluciéon, con nanoparticulas
sin farmaco, nanoparticulas modificadas en su superficie con
Pluronic® F68 y F108 cargadas con farmaco. La mayor cantidad de
farmaco en el tumor se obtuvo con las nanoparticulas de Pluronic®

F68 a las 6 horas después de la administracién (Fig. 53).
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Figura 53: Concentraciones tumorales en funcion del tiempo del tamoxifeno en
solucion, nanoparticulas (NP) sin Pluronic, y nanoparticulas modificadas en su

superficie con Pluronic F68 y 108 (Shenoy et al, 2005).

Las nanoparticulas penetran a las células tumorales a través de una
endocitosis, dando como consecuencia un efecto farmacoldgico
mayor. Se observo que los polimeros formando las nanoparticulas no
son toxicos. Una vez dentro de la célula las nanoparticulas se
degradan por efecto de las enzimas lipasas y otras enzimas

hidroliticas, donde liberan el farmaco (Shenoy et al, 2005).
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4.1.9 NANOPARTICULAS DE CISTATINAS

Las cistatinas son un nuevo tipo de antineoplasicos de origen
proteico, muestran una especificidad hacia las células tumorales. Las
cistatinas son inhibidores extracelulares de las proteasas de cisteina.
Ahora bien, las proteasas de cisteinas son un grupo de enzimas que
intervienen en varios procesos celulares tales como: reabsorcidn
0sea, mantenimiento de la matriz extracelular, presentacién de los
antigenos, etc. (Fig. 54). Entonces, las cistatinas al inhibir a las
proteasas de cisteina producen una degradacién de la matriz
extracelular y de la membrana celular, de esta manera se detiene la

metdstasis (Cegnar et al, 2004).

CISTATINA
CISTATINA o \

-

Figura 54: A) Estructura tridimensional de la cistatina de pollo; B) Inhibicidon de la
enzima papaina (cisteina proteasa) a través de la interaccidn con la cistatina
(Cegnar et al, 2004).
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Sin embargo al utilizar proteinas en la terapia contra el cancer,
tenemos que estas tienen una baja biodisponibilidad y un tiempo de
vida media muy corto. Para lograr que las cistatinas lleguen al tumor
con éxito se estan utilizando nanoparticulas hechas con &cido
polilactico-co-glicolico las cuales son biodegradables, por otra parte
esto representa un reto ya que las proteinas son inestables durante
su encapsulacion, pueden desnaturalizarse y por lo tanto perder su
actividad terapéutica. La técnica utilizada de preparacion fue la de
doble emulsificacién por el proceso de baja energia, el porciento de
farmaco encapsulado fue alto, ya que Unicamente se perdi6 el 15 %
de la actividad del mismo. Sin embargo, en altas concentraciones el
polimero utilizado presenta efectos toxicos, por ejemplo a una
concentracion de 50 pug NP/ml se ha encontrado que las células
cultivadas in vitro mueren (Cegnar et al, 2004).

Para probar la efectividad de la cistatina en nanocapsulas se
realizaron dos experimentos con células cultivadas in vitro. En un
primer experimento la cistatina fue marcada con un colorante
fluorescente, conforme se fue incrementando el tiempo se fueron
notando una mayor cantidad de manchas fluorescentes dentro de las
células, lo que no pasaba con la cistatina en forma libre (Fig. 55)

(Cegnar et al, 2004).
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Figura 55: Paso de las nanoparticulas de cistatina hacia adentro de las células
tumorales. A) 10 minutos después de haberlas incubado a una concentracion de
100ug NP/ml; B) 30 minutos después de la incubacién; C) 45 minutos después de
la incubacién; D) 45 minutos después de la incubacion con cistatina en forma libre
con una concentracion de 0.1uM. Las barras representan una escala de 20um
(Cegnar et al, 2004).

En el otro experimento se midi6 la efectividad de la cistatina contra
su blanco, es decir contra la catepsina B (Fig. 56). La identificacion
de la enzima se realiz6 con un sustrato fluorogénico. Cuando las
células fueron tratadas con las nanocapsulas cargadas con cistatina la
fluorescencia fue disminuyendo, demostrando la efectividad de las

nanoparticulas al inhibir a la catepsina B; la cistatina en forma libre y
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las nanoparticulas sin farmaco no demostraron tal efectividad

(Cegnar et al, 2004).

Figura 56: Actividad de la catepsina B en células. A) Localizacidon inmunocitoquimica
de la catepsina B; B) Actividad de la catepsina B; C) Células preincubadas 10 min.
con 0.1uyM de cistatina; D) Células preincubadas 10 min. con 50ug/ml de
nanoparticulas con cistatina. Las barras representan una escala de 20um (Cegnar et
al, 2004).

4.1.10 NANOPARTICULAS DE OLIGONUCLEOTIDOS
ANTISENTIDO

Los oligonucledtidos antisentido son fragmentos sintéticos de ADN
con sus secuencias de bases complementarias al ARNm, por lo tanto

pueden modular la expresion de genes individuales.
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Los oligonucledtidos tienen muy poca estabilidad en fluidos
bioldgicos y no pasan muy facilmente a través de las células. La
preparacion de las nanoparticulas con los oligonucledtidos presenta
un problema porque estos Ultimos no tienen afinidad por los
polimeros PACA y el acido polilactico. Para resolver esto se esta
utilizando un tensoactivo cationico como el bromuro de
cetiltrimetilamonio adsorbido en la superficie de la nanoparticula. Este
tipo de nanoparticulas han dado buenos resultados en contra del
tumor Ha-ras en ratones (Lambert et a/, 2001).

El sarcoma de Ewing es un tipo de tumor originado en la medula
O0sea, se caracteriza por dolor, fiebre y leucocitosis. El uso de
nanocapsulas de PACA con nuacleo acuoso cargadas con el
oligonucledtido antisentido se han estado utilizando para el
tratamiento de este tipo de cancer. En un estudio realizado se
encontré una reducciéon en el tamafio del tumor (Lambert et al,

2000).

Tabla 4: Efectividad de los oligonucledtidos antisentido. ASs: oligonucledtido
antisentido de fosfodiester fosforotionato, CTs: control del oligonucleétido anterior,
ASp: oligonucleétido antisentido de fosfodiester completo, Ctp: control del

oligonucleétido anterior (Lambert et a/, 2000).

DOSIS DEL )
TRANSPORTADOR OLIGO OLIGO (mg/kg) | VOLUMEN DEL TUMOR | % INHIBICION
NANOESFERA ASs 5 0,18 82
NANOESFERA CTs 5 0,96 4
NINGUNO ASs 5 0,9 10
NANOCAPSULA ASp 4 0,34 66
NANOCAPSULA Ctp 4 0,97 3
NINGUNO ASp 4 0,77 23
NINGUNO Ctp 4 0,81 19

74



Capitulo 4 Aplicaciones de las nanoparticulas

4.2 TRATAMIENTO INFECCIONES INTRACELULARES CON
NANOPARTICULAS

4.2.1 NANOPARTICULAS DE AMPICILINA

Las enfermedades intracelulares constituyen un campo de interés
debido a que presentan un problema porque las células infectadas
pueden llegar a constituir un reservorio para alguna clase de
microorganismos, los cuales son protegidos de la accion de los
antibidticos dentro de los lisosomas. El pH acido de los lisosomas
reduce la actividad antimicrobiana de los farmacos, por lo tanto

aumentando la resistencia a la quimioterapia (Fattal et a/, 2002).

Figura 57: Molécula de ampicilina.

La ampicilina es un farmaco betalactamico derivado de la penicilina,
es efectiva contra la bacteria Listeria monocytogenes (Fig. 57). La
utilizacion de nanoesferas de PIHCA cargadas con ampicilina se

aplicaron en ratones infectados con esta bacteria produciéndoles dafio
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en el higado y en el bazo. Se encontré que la actividad terapéutica de
la ampicilina en las nanoesferas fue mayor que en su forma libre. Los
conteos bacteriales se redujeron hasta 20 veces menos en
comparacion con los ratones no tratados (Fattal et a/, 2002).

En la salmonelosis también se han estado utilizando las nanoesferas
con ampicilina. Se utilizdé un modelo experimental con ratones
infectados con la bacteria, todos los ratones a los cuales se les aplicd
una sola inyeccion de nanoesferas con ampicilina sobrevivieron, por
otro lado a los ratones control y a los tratados con ampicilina en

forma libre no sobrevivieron (Fattal et al, 2002).

4.3 TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES
NEURODEGENERATIVAS CON NANOPARTICULAS

Las terapias para las enfermedades del sistema nervioso central se
ven limitadas por la barrera hematoencefalica, la cual no permite el
paso de cualquier sustancia hacia el cerebro.

La Barrera hematoencefalica: sirve como mecanismo de defensa
del cerebro contra toxinas y patdgenos, se puede considerar que la
barrera es mas de tipo anatdémico que fisioldgico, y esta se encuentra
en los vasos capilares sanguineos cerebrales, las células de este tipo
de tejido se encuentran unidas mas estrechamente que las de los
tejidos normales (Fig. 58). Como consecuencia de esto las moléculas

de peso molecular superior a 2000 Daltons son excluidas, asi como
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moléculas hidrofilicas que de igual manera no pasan (Pasantes et al,

1991).

Pies
gliales

I
j
Transportador b Fenestraciones
}
[

Yaso capilar cerebral Yaso capilar general

Figura 58: La barrera hematoencefdlica se encuentra en los vasos capilares
cerebrales. Los vasos capilares normales presentan aberturas (fenestraciones),
mientras que los cerebrales no las muestran. Otra caracteristica de los vasos
capilares cerebrales es que contienen mas mitocondrias para proveer energia

adicional para los mecanismos de transporte activo (omega.edu.ilce.mx.3000).

Mecanismos Por Los Cuales Las Nanoparticulas Penetran La
Barrera Hematoencefalica

a) A través de un gradiente de concentracién, por medio del cual las
nanoparticulas se difunden hacia los vasos capilares, pasandolos vy
liberandose el farmaco dentro del cerebro (Fig. 59) (Roney et al,
2005).

b) Por un efecto detergente de los tensoactivos utilizados en la

elaboracion de las nanoparticulas, esto causa que las membranas de
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las células endoteliales tengan un aumento en su permeabilidad hacia
el paso de las nanoparticulas (Fig. 59) (Roney et al, 2005).

c) Las nanoparticulas por si mismas pueden tener la capacidad de
permear las uniones estrechas de la barrera hematoencefalica (Fig.
59) (Roney et al, 2005).

d) Las nanoparticulas pueden ser endocitosadas por las células
endoteliales, seguido por la liberacién de su contenido dentro de las
mismas células y posteriormente su paso hacia el cerebro. Este tipo
de mecanismo es el mas probable que ocurra y es de los mas
estudiados (Fig. 59). Este mecanismo se debe a que las NP adsorben
a las Apolipoproteinas E (Apo E) sobre la superficie de su
recubrimiento con el polisorbato 20, 40, 60 y 80.

Apo E participan en el transporte de lipidos esenciales al cerebro por
lo que hay un receptor especifico para esta proteina llamado LDL.
Entonces probablemente el polisorbato unido utiliza este receptor
para penetrar las células endoteliales (Kreuter, 2001).

e) El polisorbato 80 utilizado como agente de recubrimiento, puede
disminuir el reflujo, especialmente el causado por la glicoproteina-P.
Como ya se ha mencionado en las aplicaciones para el tratamiento
del céncer el polisorbato 80 es un inhibidor de la glicoproteina-P, la
cual es la causante de la resistencia a los farmacos (Fig. 59) (Kreuter,

2001).
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Figura 59: Los distintos mecanismos por los que atraviesan la barrera
hematoencefalica las nanoparticulas: A) Paso debido a un gradiente de
concentracion o a la naturaleza misma de las nanoparticulas, B) El efecto
detergente ocasionado por los tensoactivos que tienen las NP permite su difusion,
C) Endocitosis de las NP mediante un receptor, D) El polisorbato 80 bloquea a la
glicoproteina-P (Gp-P) y por lo tanto ayuda a que las NP no sean bombeadas hacia

afuera de la célula.

4.3.1 ALZHEIMER

Es una enfermedad neurodegenerativa que afecta a personas de la
tercera edad principalmente. Hay una pérdida progresiva de la
funcién cognitiva, de la memoria, se presenta un tipo de demencia.
Este mal es el resultado de la deposicién de placas amiloides entre las
uniones sinapticas de las neuronas de la corteza. El término amiloide
se debe a unas proteinas llamadas B-amiloides que el organismo
produce de manera normal. En un organismo sano estas proteinas
son fragmentadas y eliminadas. Sin embargo, debido a un defecto en
los genes, esta proteina no es degradada y se va acumulando en

forma de placas (Fig. 60).
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Figura 60: La acumulacion de la placa amiloide provoca dafno en las neuronas,
como consecuencia las areas de la corteza se van degenerando lo que provoca los

sintomas del Alzheimer (www.ahaf.org).

Un derivado de la quinolina, la cual se utiliza para tratar la malaria,
el clioquinol es buen agente quelante del Cu/Zn, tiene la propiedad de
solubilizar in vitro las placas AB y también inhibe la acumulacion del
péptido AB in vivo, en ratones transgénicos.

Recientemente se han estado preparando nanocapsulas de
N-butilcianoacrilato con clioniquinol. Estas nanocapsulas tienen una
mayor facilidad de atravesar la barrera hematoencefalica, por lo que
pueden ofrecer un nuevo tipo de tratamiento contra el Alzheimer

(Roney et al, 2005).
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4.3.2 PRINCIPALES FARMACOS UTILIZADOS PARA EL PASO DE

LA BARRERA HEMATOENCEFALICA

Tabla 5: Algunos farmacos utilizados para cruzar la barrera hematoencefalica.

‘ TIPO EFECTO
FARMACO NANOPARTICULA| TERAPEUTICO REFERENCIA
Dalargin PBCA antinociceptivo Kreuter, 2001
Loperamida PBCA antinociceptivo Kreuter, 2001
Tubocurarina PBCA Bloqueador Kreuter, 2001
muscular
Doxorubicina PBCA anticancerigeno Kreuter, 2001
MRZ-2/578 PBCA antiepiléptico Kreuter, 2001
. Cetil- . .
Paclitaxel alcohol/polisorbato antitumoral Koziara, 2004

4.4 TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES RESPIRATORIAS

La administracion de farmacos por la via pulmonar ofrece la ventaja
de poder administrar los agentes terapéuticos al sitio de accién para
alguna afeccion local. Los pulmones ofrecen una gran area de
absorcidén, ademas se evita el efecto del primer paso por el higado,
hay una rapida absorcion del farmaco y por lo tanto una

concentracion plasmatica alta (Fig. 61).
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Figura 61: Esquema de la via pulmonar (healthlibrary.epnet.com).

4.4.1 TUBERCULOSIS

Es una enfermedad causada por el microorganismo Mycobacterium
tuberculosis.  Los principales sintomas son: sudores nocturnos,
hemorragia pulmonar, expectoracion purulenta y disnea.

La utilizacibn de los agentes terapéuticos como rifampicina,
isoniazida y pirazinamida encapsulados dentro de nanoparticulas
hechas de PLGA por medio de la via oral, ha logrado tiempos largos
de permanencia en ratones. El aumento del tiempo en las
concentraciones plasmaticas permite que la frecuencia en la
administracion de los medicamentos sea menor y consecuentemente
una mayor complacencia por parte de las personas enfermas (Pison

et al, 2006).
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Se realizd otro estudio con los mismos farmacos y el mismo tipo de
nanoparticula solo que ahora la via de administracion fue la
pulmonar. Se infectaron cerdos de pignea con tuberculosis. Una sola
dosis de esta formulacidn dio concentraciones plasmaticas por 6-8
dias y una concentracion en los pulmones superior a los 11 dias. La
utilizacion de 5 dosis durante 10 dias por via pulmonar, produjo la
ausencia de los microorganismos patdgenos en los pulmones, por
otra parte la aplicacion de 46 dosis diarias por la via oral dio como

resultado los mismos efectos del estudio anterior (Pison et al/, 2006).

4.4.2 LIBERACION AEROSOLICA EN PULMONES DE LAS
NANOPARTICULAS

La via pulmonar permite la liberacidn local de los agentes
terapéuticos para las siguientes patologias: fibrosis quistica, asma,
cancer de pulmon, infecciones pulmonares. Por medio de esta via de
administracion se reducen los efectos secundarios, por lo que se
puede aumentar la dosis del farmaco utilizado para lograr un mayor
efecto terapéutico.

En el disefo de las nanoparticulas se debe tener presente que el
tamafio es un factor importante, ya que existe el diametro
aerodinamico de masa media, se ha estimado que este debe ser de
aproximadamente de 1-5 pm para que las particulas se depositen en

la region alveolar, la cual es la zona de maxima absorcién en los
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pulmones. Las nanoparticulas por su tamafio permiten que sean
perfectamente nebulizadas y alcancen la regién alveolar (Dailey et al,
2003).

Los polimeros para elaborar nanoparticulas que han dado buenos
resultados son: lactosa, gelatina, acido polilactico, PBCA. Otro
problema a superar por las nanoparticulas es que en ocasiones por su
tamafno, se encuentran en el limite del didmetro aerodinamico de
masa media, de esta manera se encuentran en la regién de transicidon
en donde no se depositan, no hay difusién de las mismas y no hay
sedimentacion. Para resolver el problema se ha propuesto incorpar a
la NP dentro de microparticulas, estas se pueden ajustar al tamafio

deseado y una vez que se depositan en el lugar deseado pueden

liberar a las NP (Fig. 62) (J.0.-Sham, 2004).

A C

Figura 62: A) microparticula transportadora, B) nanoparticulas en el interior de la

microparticula, C) las imagenes A y B superpuestas (3.0.-Sham, H., 2004).
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4.5 UTILIZACION DE LA Vvia NASAL PARA LA
ADMINISTRACION DE NANOPARTICULAS

La via nasal también ofrece una buena alternativa para la
administracion de farmacos por medio de las nanoparticulas. Las
mucosas nasales ofrecen una forma alterna de cruzar la barrera
hematoencefalica, ya que se ha probado en los animales y humanos
la existencia de tal conexiéon (Illum L., 2004,).

Fisiologia de la nariz humana: la superficie total de la nariz
humana es de aproximadamente 150 cm? en los hombres y de un
poco menos en las mujeres. La cavidad nasal esta dividida en dos
partes por el tabique nasal, y de manera general la nariz se divide en
tres partes: el vestibulo nasal, la regién respiratoria y la region

olfatoria (Fig. 63).
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Figura 63: Esquema de la nariz humana (Illum, 2004).

El vestibulo nasal tiene un area de 0.6 cm? , estd cubierto con un
tejido epitelial escamoso estratificado. La regidon olfatoria esta
ubicada en la parte alta de la nariz, el &rea que ocupa es de 4 cm?, lo
gue equivale al 3-5% del area total de la cavidad nasal. La region
respiratoria esta cubierta con tejido epitelial escamoso, el cual va
cambiando gradualmente en tejido columnar pseudoestratificado;
esto le confiere, debido a su gran area, una gran capacidad de
absorciéon de farmacos (lipofilicos) (Illum L., 2004)

Los mecanismos mediante los cuales se transportan los farmacos

desde las vias nasales hasta el cerebro son dos principalmente:
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a) La absorcién del farmaco lipofilico a través del tejido de la zona
olfatoria y su transporte a lo largo del axon de las neuronas y su
posterior liberacion en el cerebro. Este tipo de transporte es muy
lento (Illum L., 2004).

b) La absorcion del farmaco por parte de las células epiteliales
olfatorias y posteriormente la captacion por el sistema nervioso
central o el fluido cerebroespinal. De esta manera se alcanza el

cerebro de manera mas rapida (Illum L., 2004).

4.5.1 NANOPARTICULAS DE POLIETILENGLICOL-ACIDO
POLILACTICO CONJUGADAS CON LECTINA PARA SU
ADMINISTRACION INTRANASAL

El medio que rodea a las mucosas nasales es demasiado hostil para
algunos tipos de farmacos, especialmente a los de tipo
biotecnoldgico, tales como péptidos, proteinas y ADN. Por lo tanto, la
proteccion de este tipo de moléculas se logra poniéndolas dentro de
nanoparticulas, y ademas por lo anteriormente explicado se logra una
mayor absorcion de estas a través de las mucosas nasales.

Las nanoparticulas de PEG-APL previenen la agregacion de estas en la
superficie de las mucosas nasales y a consecuencia de esto aumenta
su absorcién, sin embargo las cadenas de PEG inhiben la interaccion
con las células epiteliales, de esta manera se tiene una bioadhesion
pobre. Para superar las anteriores desventajas se propone la

utilizacion de ligandos como las lectinas, las cuales son proteinas o
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glicoproteinas de origen no inmunoldégico que reconocen a las
moléculas de azucar por lo que se pueden unir a los componentes
glicosilados de las membranas (mucoadhesion).

La efectividad de este tipo de nanoparticulas se evalud en ratas. Se
hicieron dos grupos, a un grupo se le administraron NP de PEG-APL y
al otro grupo las mismas NP solo que a estas se les recubridé con
lectinas. Los resultados obtenidos son bastante prometedores, la
concentracidon plasmatica fue mas del doble en las NP con lectina
respecto de las que no tenian el recubrimiento, también se cuantifico
la presencia de NP en cerebro, lo que nos da como consecuencia que
hay una penetracidén de la barrera hematoencefalica por parte de las
NP, pero ademads, también hay paso directo hasta el cerebro de las

NP a través de las mucosas nasales (Gao X., 2006).

4.5.2 NANOPARTICULAS RECUBIERTAS CON QUITOSAN PARA
MEJORAR LA MUCOADHESION

El quitosan es un polisacarido derivado de la quitina, la cual a su vez
es un polisacarido proteico e insoluble, que constituye el
exoesqueleto de crustaceos (langostas, camardn, cangrejos).

La quitina es de estructura muy similar a la celulosa, es un polimero
de unidades de glucosa (Fig. 64). La diferencia entre los dos
polimeros es que el grupo hidroxilo en la posicién C-2 de la celulosa
es reemplazado en la quitina por un grupo acetomido-(-NHCOCH;)

(Garcia E., 1998).
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La quitina es desatilada y convertida en quitosan, mediante una
hidrélisis con NaOH o KOH a temperaturas elevadas, siendo este un
polimero modificado en sus grupos funcionales (los grupos acetomido
son hidrolizados y se liberan los grupos amino) lo cual lo hace
hidrosoluble, biodegradable, biocompatible y de baja toxicidad. La
naturaleza polieléctrica del quitosan lo hace que se una con la

superficie de la mucosa cargada negativamente (Cui F., 2006).

MNHR

R = H or GOCHj

Figura 64: Molécula de quitosan.

4.6 ADMINISTRACION ORAL DE NANOPARTICULAS

La via oral para la administracion de nanoparticulas presenta una
serie de ventajas, a causa de su naturaleza no invasiva se evita el
dolor, por ejemplo, que en otras vias de administracién por periodos
prolongados causa desagrado y el no seguimiento de los tratamientos
por parte de los pacientes de manera continua.

Principalmente los estudios se han enfocado a la liberacion de

proteinas y péptidos dentro de nanoparticulas, esto se debe a que
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estas biomoléculas se degradan facilmente en el estomago e
intestinos, lo que provoca una baja o nula biodisponibilidad con fines

terapéuticos (Rieux et al, 2006).

4.6.1 DESCRIPCION BASICA DEL INTESTINO DELGADO

El intestino delgado esta dividido en tres secciones: duodeno,
yeyuno e ileon. Basicamente la absorcion de alimentos y sustancias
Utiles se efectla en el yeyuno e ileon. A su vez dentro de estos
tejidos se encuentran principalmente los enterocitos y las células
caliciformes.

La funcidn de los enterocitos es controlar el paso de macromoléculas
y patdgenos, ademas de permitir la absorcién de nutrientes (Fig. 65).
Las células caliciformes secretan la mucina (fluido viscoso compuesto
principalmente de proteinas altamente glucosiladas), la cual recubre y
protege el epitelio intestinal.

También dispersos a través de la mucosa intestinal se encuentran los
nodulos linfaticos solitarios, y en el ileon se encuentran los nodulos
linfaticos agregados (placas de Peyer). Las células M se encuentran
localizadas principalmente en la placas de Peyer, estas células liberan

material extrano (antigenos) para inducir la respuesta inmune.
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Figura 65: se presentan a los enterocitos con sus vellosidades que favorecen la

absorcion de nutrientes. Por su parte las células M son blanco para las NP.

4.6.1.2 MECANISMOS POR MEDIO DE LOS CUALES LAS
NANOPARTICULAS ATRAVIESAN LA MUCOSA INTESTINAL

Las macromoléculas, tales como péptidos, proteinas vy
nanoparticulas, cruzan los epitelios intestinales generalmente a
través de dos vias:

a) Ruta paracelular: se presenta mediante el paso de las
nanoparticulas entre el espacio de célula a célula (espacio
intercelular).

b) Ruta transcelular: esta es a través de un mecanismo de transporte
conocido como transcitosis. En las células endoteliales existen
vesiculas, las cuales transportan, en su caso a las nanoparticulas,
desde el exterior de los capilares mediante una endocitosis seguida

por exocitosis en el lado intersticial de las células (Ganong, 2002).
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4.6.1.3 TRANSPORTE PARACELULAR DE LAS NANOPARTICULAS
La ruta paracelular tiene algunas desventajas debido al pequeho
espacio entre las células que es entre 3 a 10 &, lo que dificulta el
transporte de las NP (Fig. 66). Sin embargo, esto se puede superar
mediante el uso de tensoactivos, mediante lo cual se aumentan las
propiedades de absorcion de farmacos, desafortunadamente esto

llega a danar a las mucosas del epitelio intestinal.
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Figura 66: Transporte paracelular de nanoparticulas.

El quitosan, almidon y polimeros tiolatados, todos ellos hidrosolubles,
han resultado exitosos en el transporte paracelular.

Los acidos poliacrilicos y el quitosan en solucion pueden aumentar
este tipo de transporte, esto es a través de interacciones entre las

membranas celulares cargadas negativamente y las cargas positivas
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de los polimeros, o por la complejacién de Ca?* que se encuentra en
la estructura de los espacios intercelulares. Lo importante en estos
resultados es que el quitosan forma uniones reversibles sobre las
células Caco-2, disminuyendo de esta manera dafios celulares (Rieux,

et al, 2006).

4.6.1.4 TRANSPORTE TRANSCELULAR DE LAS
NANOPARTICULAS

Como se ha explicado los principales tipos de células blanco para el
transporte de las nanoparticulas son las células M y los enterocitos.
Por su parte los enterocitos se ven involucrados en el transporte por
transcitosis, aunque la cantidad de nanoparticulas transportadas es
generalmente baja (Fig. 67). Las placas de Peyer, que se encuentran
junto a las células M, son mejores para el acarreamiento de las NP

(Rieux et al, 2006).
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O
© O O
s NS R
© @

\_ N WA /

Lado intersticial o

Figura 67: Proceso de transcitosis en el transporte de nanoparticulas.
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Los factores que influyen en el transporte transcelular son:

a) Las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas, como:
potencial zeta, hidrofobicidad y la presencia de un agente ligante en
la superficie.

b) La fisiologia del tracto gastrointestinal.

c) El tipo de modelo animal usado en los experimentos.

Se estan desarrollando dos principales estrategias para optimizar la
absorcidon de las nanoparticulas por medio de la via oral:

1) La adaptacién de las propiedades del polimero para una mejor
absorciéon de las NP por parte de las células M y los enterocitos.

2) La union de ligandos especificos a las cadenas poliméricas de las

NP para aumentar de manera selectiva los blancos en las células.
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TABLA 6: Estrategias para optimizar la absorcion por via oral de las NP (Rieux et al,

2006).
CELULA ] ESTRATEGIA POLIMERO/
DIANA PARAMETRO PARA OBSERVACIONES
AUMENTAR EL MOLECULA
TRANSPORTE
NP recubierta con | Acido Aumento de la
) polimero/ poliacrilico concentracion de
CELULAS Mucoadhesién molécula NP en el sitio de
mucoadhesivos absorcion.
EPITELIALES Quitosan

PVA NP de PVA son 2.9
veces mejor
transportadas que
las NP de
poliestireno.

Vit. E TGSP NP/Vit. E TGSP 1.4
veces mejor
comparadas con las
NP de PVA.

El tamafio éptimo
Tamafio éptimo es 100-200 nm.
Tamafio de la NP | de la NP Las NP hidrofobas
son mejor
Mejorar el transportadas que
Hidrofobicidad/ balance la hidrofilicas.
hidrofilicidad hidrofobo/hidrofili Buena influencia
co de la sobre la
superficie de la biodisponibilidad
NP. PEG Mejor estabilidad
Facilitacion en el
transporte de NP
Recubrir la Mayor afinidad de
superficie de la las NP por las
NP con un células Caco-2.
polimero
hidrofilico
Cargas Estabilizadas por | DMAB La captacion de

superficiales

Temperatura

el DMAB catiénico

DMAB fue
significativamente
mayor que las NP
de PVA cargadas
negativamente.

El transporte activo
es inhibido a 4°C.
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CELULA
DIANA

PARAMETRO

ESTRATEGIA
PARA
AUMENTAR EL
TRANSPORTE

POLIMERO/

MOLECULA

OBSERVACIONES

CELULAS M

Tamafo
Hidrofobicidad/

hidrofilicidad

Cargas
superficiales

Tamafio éptimo
de la NP

NP hidrofébicas

PMMA, PHB
PLA, PLGA

El tamafio éptimo
es de 100-200 nm.
Las NP hidrofdbicas
mejor
transportadas que
las hidrofilicas.

Las NP hidrofébicas
y cargadas
negativamente son
mejor
transportadas.

CELULAS
EPITELIALES
(ESPECIFICO)

Célula Diana

NP acopladas a
lectina

NP-Glucomanan
(polisacarido)

WGA

Glucomanan

Este tipo de NP
aumento en mas de
12 veces su
interaccién con las
células

Caco-2, respecto
del control (NP con
PEG).

El polisacarido
utilizado ayuda a la
estabilidad en el
estomago y facilita
la interaccion con
los receptores de
manosa.

CELULAS M
(ESPECIFICO)

Célula Diana

NP acopladas a
lectina

Anticuerpos

UEA-1

WGA

IgA

Hay una gran
especificidad hacia
las células Caco-2
de ratones.

La captacion por las
células M es alta,
aungue a menor
nivel respecto del
UEA-1.

NP unidas a IgA
muestran
especificidad con
las células M.
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4.6.2 ADMINISTRACION DE VACUNAS Y PROTEINAS POR ViA
ORAL

Las nanoparticulas pueden aumentar la biodisponibilidad de péptidos,
vacunas y proteinas, ya que las NP las protegen de los fluidos
gastrointestinales. Por ejemplo para las personas con diabetes tipo I
llega a ser bastante molesto la aplicacidén diaria de insulina por las
vias subcutaneas e intramusculares, por lo que se ha venido
realizando numerosos esfuerzos para encapsular a la insulina dentro
de nanocapsulas.

Los estudios elaborados en la mayoria de los casos, se han realizado
en animales, lo que trae como consecuencia que muchas veces no se
puede extrapolar los resultados obtenidos a los seres humanos. En
algunas ocasiones la biodisponibilidad es muy baja por lo que no se
alcanzan las dosis terapéuticas o la precision de la dosis es dificil de
lograrla.

Entonces una buena alternativa para lo anteriormente explicado es la
utilizacion de farmacos potentes que requieran de dosis terapéuticas
pequenas o de accion local. Por ejemplo se ha descubierto que los
tejidos intestinales linfoides son reservorios del virus VIH-1, estos
tejidos son excelentes blancos para las nanoparticulas de
poli(isohexilcianoacrilatos) cargadas con AZT (antiviral).

En lo que respecta a la aplicacion de vacunas a través de la via oral
por medio de NP se logra evitar el dolor y riesgos de infeccion

asociados con las inyecciones. La liberacion de vacunas en las
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mucosas intestinales induce respuestas inmunes sistémicas vy

mucosales.

Tabla 7: Administracion oral de péptidos y proteinas encapsuladas en NP (Rieux et

al, 2006).

Molécula Polimero Tamano(nm) | Especie |Observaciones

Insulina PIBCA 300 Rata Disminuciéon de la
glucemia de 300 mg/dl
a un nivel normal de
125 mg/dl.

Insulina Quitosan 270-340 Rata Dosis de insulina de
50U/kg y 100 U/kg
fueron efectivas al
reducir la
hipoglucemia.

Insulina Quitosan- Rata Retraso de respuesta

glucomanan hipoglucemica 14
horas después de la
administracion.

Calcitonina Quitosan 200-300 Rata Reduccion de los

recubiertas niveles de calcio en
con PLGA sangre, hasta después

de 12 horas de |la
administracion.
Calcitonina PEG-Quitosan |160-250 Rata Aumento en la
absorcidn intestinal de
la calcitonina de
salmén

Ciclosporina A | Quitosan 100-150 Perro 1.8 veces mas alta la
biodisponibilidad
comparadas con la
microemulsién Neoral”

Ciclosporina A | Acido 37-107 Rata La biodisponibilidad se
poli(metacrilico incremento en 32.5-
y metacrilato) 13.6 % comparada
copolimeros con el Neoral.
Eudragit” E100

Dalargin PBCA/Tween 100 Ratén Efecto analgésico
80 y PEG
20000 mayor al recubrir las

NP.
mEpo ADN Quitosan 70-150 Ratén Rapido aumento del

hematocrito sostenido
durante una semana.
AZT PIBCA 250 Rata Las nanoesferas se
concentraron
eficientemente en la
placas de Peyer 4
veces mas que la
solucién.
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El desarrollo de vacunas por via oral es una gran alternativa para su

liberacion por medio de NP ya que no se requieren grandes dosis para

conseguir una estimulacion del sistema inmune.

Tabla 8: Respuestas inmunes después de la administracion oral de vacunas (Rieux

et al, 2006).

rotavirus VP6
y ADN

Antigeno Polimero | Tamano | Especie | Observaciones
(nm)
Toxoide  del | PVAL- 100,500 |Raton Se encontré en circulacion
tétanos PLGA 1.5pm anticuerpos contra la toxina
y una respuesta inmunitaria
en saliva, en los fluidos del
intestino y alvéolos.
Subunidad de | PLGA 420 Raton Hubo wuna induccion de
la toxina B anticuerpos contra la toxina
del célera del célera.
BSA (50pg a|PLGA 1000 Raton Hay una dosis-respuesta con
200 pg) los anticuerpos IgG.
BSA PLGA 200, Raton Mayores niveles sericos de
500,1000 IgG con NP de 1000nm.
Antigeno PLGA 200-600 |Ratoén Tres dosis orales del
protectivo de antigeno confieren
B. pertussis proteccion contra B.
pertussis.
Lisatas de | PLGA 320 Ratén Hay una respuesta elevada
Helicobacter de IgA mucosal contra H.
pylori pylori.
Cddigo de | Quitosan | 200 Ratén Hay produccién de IgA, IgG2
ADN  contra sericos 'y reduccién de
un alergeno reacciones anafilacticas.
de cacahuate
Plasmido de|Quitosan |500 Ratén Produccion de anticuerpos
ADN contra el IgG2 e IgA en circulacion.
alergeno Der
pl
Proteina  de|Quitosan |400 Ratdn La respuesta inmunitaria es
Toxoplasma alta. Hay niveles altos de
grondii/ADN anticuerpos anti-GRA1.
Antigeno del | PLGA 500 Raton Anticuerpos IgA en el

intestino protegen contra el
rotavirus.
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4.7 ADMINISTRACION OCULAR DE NANOPARTICULAS

La estructura anatdmica del ojo humano presenta una serie de
protecciones efectivas en contra de agentes extrafios y en
consecuencia también, en contra de la liberacién de algunos tipos de

farmacos de accion local.

4.7.1 ANATOMIA DEL 0JO HUMANO

El globo ocular es una estructura esférica con un diametro
aproximado de 2.5 cm. La parte exterior consiste de tres capas de
tejido:

a) Capa externa o esclerdtica.- tiene una funcidon protectora.

b) Capa media o Uvea.- a su vez consta de tres partes: la coroides
muy vascularizada, cuerpo ciliar, y finalmente el iris.

c) Capa interna o retina.- sensible a la luz.

La cornea es una membrana resistente, compuesta por cinco capas, a
través de la cual la luz penetra al interior del ojo (Fig. 68) (Ludwig,

2005).

MNidscule rectolate ral — s

Cuerpo ciliar

Esclerdtica : )
) / Carnea
Coroides .

Retina _ _Criztaling
Punto Ve Camara
clego —J b [ anterior
Mervio = i .
bptico ™ #2 7 ks
Arteria =~ ~ Cémara
Y osTero
Musculo posterior
recto medio ——2Es Conjuntiva

Figura 68: Esquema del ojo humano. (http--www_siste_com_ar-images-Television-

El_Ojo_Humano5_jpg.htm).
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4.7.2 LIBERACION DE FARMACOS POR MEDIO DE
NANOPARTICULAS A TRAVES DE LA ViA OCULAR

La utilizacidon de nanoparticulas para el tratamiento de enfermedades
de los ojos es importante debido a una accion local, asi se evitan los
efectos secundarios.

Por otra parte hay una serie de barreras en los 0jos que evitan que
haya un buen efecto terapéutico cuando se aplican los farmacos en
otro tipo de formas farmacéuticas. Solo del 1-3 % del farmaco
penetra la cornea y alcanza los tejidos intraoculares (Fattal, 2002).

La utilizacion de agentes antiglaucomatosos tales como el betaxolol,
carteol, y metipranolol dentro de nanocapsulas de
poli-(e-caprolactona) mostraron una reduccion de la absorcidon no
corneal, lo que reduce los efectos secundarios que se ocasionan con
los farmacos en forma libre. El mecanismo de accidon de las
nanocapsulas de poli-(e-caprolactona) es por medio de una
endocitosis de la cornea, y ademas no hay afectacion de las células.
Las nanoparticulas de PIBCA si ocasionaron dafos celulares (lisis)
(Fattal et al/, 2002).

Otro polimero utilizado es el quitosan ya que debido a sus
propiedades mucoadhesivas tiene una muy buena absorcién a través
de la cornea. La ciclosporina A, inmunosupresivo, se introdujo en
nanocapsulas teniendo una concentracién 5 veces mayor en la cornea

comparada con una solucion oleosa (Fattal et a/, 2002).
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4.8 DIAGNOSTICO Y VISUALIZACION MEDIANTE
NANOPARTICULAS

El diagndstico temprano de enfermedades, por ejemplo el cancer, es
de vital importancia ya que se evitan complicaciones al grado de que

sea dificil su tratamiento.

4.8.1 DIAGNOSTICO IN VITRO

Las nanoparticulas ayudan a proteger a los marcadores de la
degradacién y por lo tanto tenemos una menor dispersion del
colorante y una mayor sensibilidad.

Ya se han elaborado nanoesferas de poliestireno fluorescentes
(Fluospheres” (fluorescencia  verde) y  Transfluospheres”
(fluorescencia roja)) estas se usaron para detectar el receptor del
factor de crecimiento epidermal en células A431 (Fig. 69). Los
resultados mostraron que las nanoesferas fueron hasta 25 veces mas
sensitivas que los marcadores solos de estreptadivina-fluoresceina
(Brigger et al, 2002).

Otra de las técnicas que se han utilizado son nanocapsulas con
marcadores inorganicos, ya que estos Uultimos son muchos mas

estables a la luz respecto de los anteriormente comentados.
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Figura 69: Imagen de las nanoparticulas Fluospheres® dentro de una célula
(probes.invitrogen.com/handbook/print/0401.html).

4.8.2 DIAGNOSTICO IN VIVO
En el diagndstico in vivo de tumores cancerigenos los marcadores se
utilizan con éxito para la deteccién de células malignas ya que las

nanoparticulas se pueden dirigir con éxito hacia este tipo de células.

4.8.3 IMAGENES DE RESONANCIA MAGNETICA

La utilizacion de nanoparticulas superparamagnéticas se utilizan
como agentes contrastantes para visualizar imagenes de resonancia
magnética. Estas NP consisten de un nlcleo de 6xido de fierro, o
alglun otro derivado insoluble ferrito, los cuales pueden estar
recubiertos con un polimero o no.

Hay comercialmente dos productos de este tipo: Lumirem"

(nanoparticulas de oxido de fierro recubiertas de silicon con un
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tamafio de 300 nm) y Endorem"” (nanoparticulas de magnetita
recubiertas con dextran con un tamafo de 150 nm). Estos productos
se utilizan como agentes contrastantes para visualizar tumores.
Endorem" es captado preferentemente por las células de Kupffer por
lo que de esta manera se pueden detectar enfermedades en este tipo
de células (Brigger et al, 2002).

Lumirem” se utiliza para observar imagenes del tracto
gastrointestinal y poder detectar alguna patologia (Brigger et al,

2002).
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CAPITULO 5

NANOPARTICULAS DE LA TERCERA GENERACION
Paul Ehrich fue uno de los primeros cientificos en proponer el
concepto de “bala magica”, y se referia a encontrar un farmaco que
se uniera de manera especifica contra una célula diana en estado
patologico, para lograr un efecto terapéutico mayor. Una de las
ventajas que se consiguen al alcanzar tal especificidad es el evitar los
efectos secundarios. Sin embargo en la practica es dificil encontrar
una molécula que tenga las caracteristicas antes explicadas, por lo
tanto se espera que las nanoparticulas de la tercera generacion
puedan ayudar para cumplir los objetivos de tener una selectividad
hacia las células con dafos (Fahmy et al, 2005).
Las caracteristicas que se espera que tengan las nanoparticulas de la
tercera generacién son:
a) La nanoparticula como un nucleo en donde va ir el farmaco.
b) Un recubrimiento con polimeros hidrofilicos para lograr un mayor
tiempo de permanencia en el torrente sanguineo.
c) Un ligando que se una de manera especifica contra la célula diana,
y este puede ser un anticuerpo monoclonal, azucares, péptidos, acido

folico, etc. (Fig. 70) (Couvreur, 2005).
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Figura 70: Nanoparticula de la tercera generacion la cual se compone de un nucleo

polimérico, cadenas de polietilenglicol, y de ligandos especificos.

5.1 NANOPARTICULAS CON ANTICUERPOS MONOCLONALES
Los anticuerpos son proteinas del tipo inmunoglobulinas sintetizadas
por las células (linfocitos B) del sistema inmune en respuesta a la
entrada de una sustancia extrafia al cuerpo (antigeno). Los
anticuerpos se unen a los antigenos de manera especifica.

Los anticuerpos son moléculas con una forma parecida a la letra “Y”,
tienen una forma basica simétrica compuesto por dos cadenas ligeras
idénticas y dos cadenas pesadas idénticas unidas por puentes
disulfuro (Cannon et al/, 2007).

Las cadenas ligeras y pesadas tienen regiones variables aminoacidas
en su parte superior (regién Fab), esto es lo que les da la propiedad
de reconocer a los antigenos y su alta especificidad (Fig. 71) (Abbas
et al, 2004).

En la parte de abajo del anticuerpo se encuentra la regién constante

(regidn Fc), esta parte no cambia en su secuencia de aminoacidos y
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bastante similar incluso entre varias especies de animales (Abbas et
al, 2004).

Hay cinco clases conocidas de anticuerpos que son: IgA, IgG, IgD,
IgE e IgM. El término Ig significa inmunoglobulina; las letras A, D, E,
G y M se refieren a una clasificacidn segun la variacién de la region C
de las cadenas pesadas. El anticuerpo IgG es el que se encuentra en
mayor cantidad en el cuerpo, el IgM es el que se produce primero en
los recién nacidos y el primero en aparecer en una infeccién, el IgE es
asociado a las alergias, el IgA se encuentra en la leche materna y
saliva (Enciclopedia Encarta, 2008).

Sitio de union al antigeno

Region Fab
Ch2 (Ch
th\\o) &?3 Region Fc
T
COO —/

Figura 71: Esquema de anticuerpo.- La region Fab es la zona variable y el sitio de
union a los antigenos, donde Vy es la cadena pesada variable y V_ es la cadena
ligera variable. La regién Fc es la region constante, donde Ch son las cadenas

carboxiterminales.
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Los anticuerpos se pueden clasificar de manera general en:

a) Anticuerpos policlonales: cuando se inyecta un antigeno a un
animal surge una respuesta inmune por lo que se producen
anticuerpos; sin embargo, debido a que estan involucrados varios
tipos de linfocitos B, y como cada tipo de célula produce un tipo de
anticuerpo diferente, entonces en el plasma sanguineo no hay un solo
tipo de anticuerpo, a esta mezcla de anticuerpos se les conoce como

policlonal (Cannon et al, 2007).

b) Anticuerpos monoclonales: los descubridores de la técnica para
desarrollar los anticuerpos monoclonales fueron: Georges Kohler y
Cesar Milstein en 1975, esta se basa en el hecho de que los linfocitos
B normales solo producen un solo tipo de anticuerpo; ahora bien, es
necesario identificar a las células con la mas alta especificidad, hacer
a estas inmortales y seleccionarlas, de esta manera se obtienen los
anticuerpos monoclonales (debido a que provienen de un solo clon o
célula) (Roitt et a/, 2003).

Para la preparacién de los anticuerpos, a un raton se le inyecta el
antigeno de interés, una vez que se obtiene la respuesta inmune los
linfocitos B del bazo del ratdn son extraidos. Después estas células
son fusionadas con células mutantes, para esto se usa una sustancia
fusionadora, por ejemplo, polietilenglicol o una corriente eléctrica. A
continuacion se utiliza un medio de cultivo denominado HAT (contiene

hipoxantina y timidina) donde solo pueden crecer los hibridomas.
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Finalmente se seleccionan las células productoras del anticuerpo
esperado (Fig. 72) (Roitt et a/, 2003).

Los anticuerpos obtenidos directamente de los ratones se llaman
murinicos y son altamente inmunogénicos en los seres humanos.
Para evitar reacciones inmunoldogicas se han desarrollados los

anticuerpos quiméricos y humanizados.
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Antigeno X

o

\ —
Células mutantes
Células del bazo productoras inmortales
de anticuerpos anti-X
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A
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- i /\i( Hibridomas inmortales
J Deteccion de anticuerpos anti-X

Seleccion in vitro en el medio
HAT
y posterior cultivo de 1os hibridomas

Obtencion de hibridomas productores de antficuerpos
monoclonales anti-X

Figura 72: Diagrama de flujo de la obtencién de anticuerpos monoclonales.
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c) Anticuerpos monoclonales quiméricos: estos se caracterizan
por tener la regién Fc de un anticuerpo humano (IgG) y la regién Fab
son de ratén (Fig. 73). La unidon de las dos regiones se logra
mediante métodos quimicos o con la ingenieria genética (Cannon et

al, 2007).

s \Vurino

1 Humano

Figura 73: Anticuerpo quimérico, la regidn obscura es de ratéon, la regién

transparente es de origen humano.

d) Anticuerpos monoclonales humanizados: con los avances en
ingenieria genética se logran obtener Unicamente las regiones CDR
(las responsables de la unién de los antigenos) de origen murino, de
esta manera el resto del anticuerpo es en su mayoria de origen
humano, lo cual asegura una compatibilidad del 95 % con los

anticuerpos humanos (Fig. 74) (Cannon et al, 2007).

. |\urino

1 Humano

Figura 74: Anticuerpo humanizado, se observa que las regiones CDR son las Unicas

de origen murino (ratén), mientras que la mayor parte es de origen humano.
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5.1.1 METODOS DE ACOPLAMIENTO DE LOS ANTICUERPOS
MONOCLONALES A LAS NANOPARTICULAS

Uno de los aspectos de importancia en el disefo de este tipo de
nanoparticulas es como se van a unir los anticuerpos monoclonales a
estas. Una de las técnicas consiste en la unidn covalente del
anticuerpo a la NP, también la unidon puede ser a través de un
polimero hidrosoluble.

Los grupos funcionales mas utilizados que deben tener los
anticuerpos monoclonales son los grupos carboxilos y los grupos
sulfhidrilo amino, esto es para favorecer el acoplamiento.

Sin embargo si al anticuerpo monoclonal y a las nanoparticulas les
falta el grupo funcional se les puede introducir por medio de
reacciones especificas:

a) Para convertir un alcohol o un grupo amino a un grupo carboxilo se
hace por medio del anhidrido succinico (Fig. 75) (Cannon et al,

2007).
0
4 i
O +ROH ——> ROCCH,CH,COOH

N\

(0]

Figura 75: Reaccidn para convertir un alcohol a un grupo carboxilo.
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b) El 2-iminotiolano convierte un grupo amino en uno sulfhidrilo (Fig.

76) (Cannon et al, 2007).

NH

|
O: NH + RNH, —> RNHCCH,CH,CH,SH

S

Figura 76: Reaccidn para convertir un grupo amino a sulfhidrilo.

c) Para la unién del anticuerpo a la nanoparticula se utiliza la
carbodiimida diciclohexilica (DCC), esta acopla los grupos aminos con

los carboxilos via enlaces amidas (Fig. 77) (Cannon et al, 2007).

O

Il
QN:C: NO + RNH, + R'COOH ——> RNHCR'

Figura 77: Reaccién para la unién de anticuerpos a la nanoparticula.
d) Otra forma es a través de una esterificacion de un farmaco o
polimero, los grupos carboxilos de estos ultimos son unidos a la
succimida N-hidroxi (NHS) en la presencia de carbodiimida (DCC)
para formar un éster activo el cual reacciona con un grupo amino de
los anticuerpos (Fig. 78) (Cannon et al, 2007).

0 o)

| I o) @

DCC [ Il
N— OH + RCOOH ——> N —O— CR —> AcMo — NHCR

| |
0 0

Figura 78: Reaccidn de esterificacion para la union de anticuerpos a la

nanoparticula.
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5.1.2 NANOPARTICULAS ACOPLADAS AL ANTICUERPO
MONOCLONAL TRASTUZUMAB

El anticuerpo monoclonal trastuzumab es del tipo IgG1 humanizado,
y tiene su blanco en el receptor del factor de crecimiento epidermal 2
(HER2). El trastuzumab ha sido aprobado por la FDA con el nombre
comercial de Herceptin” , se utiliza principalmente para el tratamiento
del cancer de mama en fase de metastasis. El mecanismo de accién
es de manera de citostatico, es decir deteniendo el crecimiento
celular descontrolado, esto se logra bloqueando el receptor HER2 por
medio del anticuerpo monoclonal (Steinhauser et al/, 2006).

El receptor HER2 se encuentra en la superficie de las membranas
celulares. Este se encuentra sobre expresado de 20-30 % en las
células cancerigenas.

Las nanoparticulas elaboradas con albumina humana debido a su
biodegradabilidad, no toxicidad y no antigenicidad se utilizan como
acarreadores de farmacos. Por lo consiguiente se pueden utilizar para
la unidén de anticuerpos monoclonales en su superficie.

Para realizar el acoplamiento de los anticuerpos a las nanoparticulas
se procede primero a la tiolacidon del anticuerpo trastuzumab, esto se
hace poniéndolo en incubacién junto con el reactivo 2-iminotiolano
dentro de un buffer de fosfatos a pH 8.0. Los grupos amino del
anticuerpo reaccionan con el 2-iminotiolano, produciéndose asi los

grupos sulfhidrilo.
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Las nanoparticulas se prepararon con un polimero heterobifuncional a
base de polietilenglicol (PEG), para esto las NP se colocan junto con el
NHS-PEG5000-Mal en un buffer de fosfatos pH 8.0 y dejandose
incubar por 1 hora a 20°C. Los grupos funcionales amino y carboxilos
presentes en la superficie de la nanoparticula reaccionan con el NHS-
PEG5000-Mal formando las cadenas largas de polietilenglicol con
grupos reactivos maleinemidos en sus extremos.

La unién final se realiza juntando el trastuzumab tiolado y las
nanoparticulas activadas, se ponen en incubacion por 12 horas a
20°C. Los grupos maleinemidos de Ilas NP reaccionan

covalentemente con el trastuzumab tiolado (Fig. 79).

COOCH NH,
AN (? (|3
o) )_\
H n
COOH g s

Figura 79: Nanoparticula con su modificacion de superficie, donde en un extremo se

NH,

encuentra el anticuerpo monoclonal trastuzumab.

Para medir la efectividad de estas nanoparticulas se realizaron
pruebas in vitro con células cancerigenas que tienen el receptor
HER-2.

Se realizaron pruebas con dos tipos de nanoparticulas: unas fueron
elaboradas como se explicd anteriormente, y las otras Unicamente
con cadenas de polietilenglicol (PEG) en su superficie. Después de 30

minutos de incubacion hubo un 64.23% de NPs con trastuzumab
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unidas a las células, mientras que las NPs con polietilenglicol se
unieron un 3.59%. A las 24 hrs. de incubacion aumento la union de
las NPs con PEG un 39.62%, en tanto que las de trastuzumab
disminuyeron a 51.22% (Steinhauser et al, 2006). De esta manera se
muestra como las NP con anticuerpos monoclonales tienen una gran

selectividad hacia las células blanco.

5.2 EL RECEPTOR FOLATO Y SU UTILIDAD COMO BLANCO
PARA LAS NANOPARTICULAS DE LA TERCERA GENERACION

El receptor folato es una proteina de membrana la cual muestra una
gran afinidad hacia el acido félico. A su vez el acido félico es una
vitamina esencial para los seres vivos ya que participa en la sintesis

de los acidos nucleicos (Fig. 80).

H
H,N N N
Y AN
| H
N s N
N
H
@) N COOH

O COOH

Figura 80: Molécula del acido fdlico, la cual actla como coenzima para la formacién

de los acidos nucleicos.

La gran ventaja de este receptor folato es que se encuentra
sobreexpresado en diferentes tipos de células cancerigenas como:
ovario, endometrio, colon, seno, pulmén, cerebro vy rifidn

principalmente (Hilgenbrink et al, 2005).
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Por lo tanto la unién del acido félico con nanoparticulas, hace que
estas Ultimas tengan una gran especificidad hacia los tumores
cancerigenos. El mecanismo mediante el cual las NP llegan al interior
de las células es a través de una endocitosis (Hilgenbrink et al,

2005).

5.2.1 NANOPARTICULAS DE ALBUMINA ACOPLADAS CON
AcCIDO FOLICO

Una forma de aumentar la selectividad de las nanoparticulas es
anadiéndoles moléculas de acido fdlico, el cual tiene una gran
afinidad hacia los receptores folato ubicados en las superficies
celulares.

Se prepararon nanoparticulas de albumina bovina por la técnica de
desolvatacion. Se sintetizé la molécula éster N-Hidroxisuccinimida de
acido folico (NHS-folato). Después se conjugaron las NPs con las
moléculas de folato. Esto se hizo mezclando 50 mg de NHS-folato
disuelto en 1 ml de sulféxido de dimetilo con 2 ml de una suspension
de NPs, se mantuvo en agitacién por 45 minutos a temperatura
ambiente, finalmente se filtraron las NPs.

Se hicieron cultivos celulares usando células SKOV3 (lineas celulares
de cancer humano de ovario). Las NPs se marcaron con moléculas
fluorescentes. Después se incubaron las NPs con las células a 37°C

por varios periodos de tiempo. Por ultimo se lavaron las células para
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asi determinar la internalizacién de las NPs marcadas dentro de los
cultivos celulares.

Dentro de los resultados obtenidos se midieron la cantidad de
nanoparticulas internadas dentro de las células por medio de la
espectrofotometria de fluorescencia. Se observo un incremento en la
fluorescencia al aumentar el tiempo, pero al llegar a las 0.5 horas de
incubacion, empezd a declinar la absorcidn por parte de las células, la
cual se atribuye a la saturacién de los receptores folato (Fig. 81)

(Zhang et al, 2004).

1 (M0
H00
Hid0

41

Fluorescencia

2000

0.0 1.0 20 3.0 4.0 5.0
Tiempo de incubacion (horas)

Figura 81: Seguimiento de las nanoparticulas absorbidas por las células SKOV3, se
incubaron a 37°C a diferentes intervalos de tiempo. (A) Células tratadas con NP
folatadas, fluorescentes y lavadas con buffer de fosfatos. (o ) Células tratadas con
NP folatadas, fluorescentes y lavadas con solucion salina a pH 3. (e) Células

tratadas con NP fluorescentes y lavadas con buffer de fosfatos (Zhang et al, 2004).

También se realizo una observacion mediante un microscopio de
fluorescencia. Se realizaron cultivos celulares con nanoparticulas
marcadas fluorescentemente (0.15mg/ml) e incubadas a 37°C
durante 3 horas (Fig. 82). Los resultados se muestran en las

siguientes imagenes:
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Figura 82: Imagenes mostrando los efectos de la internalizacion de las
nanoparticulas hacia las células SKOV3. Las imagenes del lado izquierdo fueron
tomadas con un microscopio de contraste de fases y las del lado derecho fueron
tomadas con un microscopio de fluorescencia. Las dos fotografias superiores fueron
realizadas con células tratadas con NP fluorescentes y después lavadas (control),
mientras que las dos fotografias inferiores fueron realizadas con células tratadas
con NP fluorescentes, folatadas y lavadas. La amplificacion fue de 200x. (Zhang et
al, 2004).

Las nanoparticulas con folato tienen un gran potencial para el
tratamiento contra el cancer, debido a que Ilos tumores
frecuentemente tienen receptores folato sobreexpresados (Zhang et

al, 2004).
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CONCLUSIONES
Para la realizacion de la presente tesis se llevd a cabo una revision

bibliografica que consistié en:

a) Planteamiento de objetivos.
b) BUsqueda, recopilacidon y depuracion bibliografica de la informa-
cion en revistas, libros y paginas de Internet.

c) Realizar el trabajo escrito.

La presente revision bibliografica cumple con los objetivos
planteados, ya que describe las diferentes técnicas de elaboracion de
las nanoparticulas asi como su caracterizacion, también enumera las
aplicaciones mas importantes en el area terapéutica y en el
diagnostico, por ultimo tiene una funcion pedagdgica debido a que
proporciona informacién actual sobre sistemas nanoparticulados en el

area farmacéutica.
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COMENTARIOS FINALES

La nanotecnologia es una de las areas en donde se esperan grandes
descubrimientos, en particular dentro de las ciencias de la salud. Las
nanoparticulas han tenido un desarrollo relativamente corto, sin
embargo, sus avances han sido espectaculares.

Las técnicas de elaboracién de las nanoparticulas son meétodos
practicos de realizar, por lo tanto la investigacidon en esta parte de la
tecnologia farmacéutica se puede llevar a cabo satisfactoriamente en
un laboratorio.

Por otra parte en las aplicaciones de las nanoparticulas dentro del
tratamiento de enfermedades crdénicas y mortales, en los estudios in
vitro e in vivo con animales se han obtenido resultados
prometedores, en particular en el tratamiento de algunos tipos de
cancer. Hay que destacar la salida al mercado del primer
medicamento elaborado en base a las nanoparticulas contra el cancer
de mama llamado Abraxane®, el cual reduce de manera significativa
los efectos secundarios del medicamento usado comunmente.

Las nanoparticulas de la tercera generacidon serian un gran avance
en las investigaciones sobre las nanoparticulas, ya que estas tendrian
una gran selectividad hacia las células que tienen Unicamente dafos,
de esta manera se evitan los efectos secundarios indeseados de
muchos medicamentos. Esto mejoraria la calidad de vida de muchas

personas, sobretodo las que padecen enfermedades crdnicas.
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