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1. INTRODUCCION.

La nanotecnologia es una ciencia multidisciplinaria que esta teniendo un gran auge en la
actualidad y que consiste en el desarrollo de materiales, dispositivos y sistemas de tamafio
nanométrico (1 nm = 10° m), proporcionando productos con nuevas propiedades
fisicoquimicas diferentes a las de las moléculas individuales o solidos de la misma
composicion. (Medina, 2007).

En los dltimos afios, el desarrollo de nuevos sistemas de liberacion de farmacos ha cobrado un
impulso muy grande. La necesidad de encontrar la manera de llevar los farmacos hasta su sitio
de accion en dosis controladas durante el tiempo ha hecho que los farmacéuticos modernos
apunten sus esfuerzos hacia ese objetivo. Dentro de los sistemas que se han probado y que han
mostrado estas dos bondades estan los liposomas, los dendrimeros, los transfersomas y las
nanoparticulas, dentro de las cuales podemos mencionar las nanoparticulas hechas de
polimeros biodegradables y no biodegradables, las fabricadas a base de lipidos, las de
proteinas y las fabricadas con polisacaridos.

Desde un principio, hubo la preocupacién de que estos sistemas pudieran tener efectos tdxicos,
por lo que se pasé de materiales no biodegradables a materiales que fueran biodegradables.
Ahora la preocupacion va mas alla y el objetivo es desarrollar sistemas que no tengan efectos
toxicos sobre el metabolismo celular, las membranas celulares o alguna otra estructura celular
y los genes.

La controversia que este tema ha causado es enorme, porque hay cientificos que piensan que
los materiales usados para fabricar los sistemas nanométricos, no estdn en una cantidad
importante como para causar un dafio al organismo. Por otra parte hay investigadores que
estan convencidos de que aun en las cantidades usadas, estos sistemas puedan traer problemas
de toxicidad importantes.

Los estudios in vitro utilizando lineas celulares son actualmente los méas socorridos y pueden
dar indicios muy importantes sobre la toxicidad de sistemas mesoscopicos en general. Sin
embargo, siempre queda la duda de si en un sistema bioldgico completo la toxicidad sera
correlacionable.

2. DEFINICION DE NANOPARTICULAS.

Las nanoparticulas (NP) son definidas como dispersiones particuladas o particulas solidas con
un tamario en el rango de 10-1000 nm generalmente constituidos por polimeros sintéticos o
naturales; con propoésitos farmacéuticos son definidas como particulas coloidales que se encuentran
en un rango de tamafio de 1 hasta 1000 nm (1 pm), las cuales consisten de materiales
macromoleculares y pueden ser usadas terapéuticamente como acarreadores de farmacos, en

13



las cuales el activo (farmaco o material biol6gicamente activo) esta disuelto, entrampado,
encapsulado, adsorbido o enlazado en la matriz de la nanoparticula. (Kreuter, 2007).

Como sistemas nanométricos que son, permiten que el farmaco que lleva asociado pueda
atravesar las diferentes barreras bioldgicas del organismo lo cual no se podria realizar con los
sistemas convencionales de liberacion ya que en éstos son fundamentalmente las propiedades
fisicoquimicas las que condicionan su absorcién y biodistribucion. (Vila Jato, 2006).

Agua Glucosa Anticuerpos Virus Bacterias Células de Cancer
10 1 10 10° 10¢ 10
Nanometros s
. © .

. 0 Nanodispositivos
: D Nanoporos
o Dendrimeros

Peae W, J— Nanotubos

N PR 4 | APTI  N Quantum Dots
Neo 4 .. Nanoesferas
e e Nanocapsulas

Figura 1. Escala que relaciona el tamafio de diferentes estructuras con respecto a las nanoparticulas.
(http://redes-e-servidores.blogspot.com/2011/01/nanotecnologia.html).

Actualmente existen diversos métodos de preparacién de nanoparticulas, se pueden agrupar en
aquellos en los que se realiza una polimerizacion a partir de monémeros o bien aquellos que
parten del polimero. Elegir el método de preparacion depende de las caracteristicas del
material formador del sistema y de las caracteristicas de solubilidad del principio activo que se
desea incorporar. (De la Cruz, 2010).

Dependiendo del método de preparacion de nanoparticulas se pueden obtener nanocapsulas o
nanoesferas. La diferencia entre las nanoesferas y las nanocépsulas radica no sélo en la
morfologia y la arquitectura, sino también en la disposicion del farmaco en el sistema coloidal
y comportamiento de liberacién. Las nanocapsulas son sistemas en los que el farmaco se
limita a una cavidad rodeada por una membrana Unica de polimero, mientras que las
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nanoesferas son sistemas matriciales donde el farmaco se encuentra disperso por todo el
cuerpo de la particula. (Mohanraj, 2006).

Nanoesfera

Nanocapsula

Figura 2. Representacion de nanocapsulas y nanoesferas. (Llabot, 2008).

En teoria, la alta calidad de las nanocéapsulas logra una velocidad constante de liberacion de
farmaco (liberacion de orden cero), mientras que las nanoesferas presentan tipicamente una
liberacion de farmaco de primer orden. (Fresta, 1996).

Las nanoesferas se preparan mediante un proceso de emulsién/polimerizacion, en el que gotas
de monodmero insoluble en agua se emulsionan en fase acuosa. ElI mecanismo de
polimerizacion es un proceso anionico iniciado por bases covalentes presentes en el medio de
polimerizacion. La reaccidn se produce a través de la fase acuosa. EI pH del medio determina
la velocidad de polimerizacién y la absorcién de farmaco cuando este Ultimo es ionizable.

La preparacién de nanocapsulas consiste en la solubilizacion del mondémero en una fase
alcohdlica que contiene un aceite, para luego realizar una dispersién en una fase acuosa que
contenga tensoactivo. En contacto con el agua, la fase alcohodlica difunde y favorece la
formacion de una emulsion (o/w) muy fina. El mondmero, insoluble en agua, polimeriza en la
zona interfacial, formando un muro polimérico. (Arias, 2003).

Las nanoparticulas presentan propiedades fisicas y quimicas Unicas, su relacion entre el
namero de atomos superficiales y el tamafio de la particula es de caracter exponencial. Por ello

propiedades relacionadas con la superficie, como las eléctricas, mecénicas, magnéticas,
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Opticas o quimicas son diferentes a las de los mismos materiales a escala no manométrica.
Estas propiedades juegan un papel importante en la toxicidad de estas particulas y es
trascendental conocerlas para entender, predecir y gestionar el riesgo potencial que presentan,
mediante nuevos ensayos adaptados a sus propiedades. (Frejo, 2011).

Las ventajas del uso de nanoparticulas como un sistema de liberacion de farmaco incluyen lo
siguiente:
1. El tamafio de particula y caracteristicas superficiales de las nanoparticulas pueden
ser facilmente manipuladas para la activacion tanto pasiva como activa en la
entrega del farmaco después de su administracion parenteral.

2. El control y relacién de la duracién en el transporte del farmaco y en el sitio de
localizacion, alterando la distribucién organica del farmaco y en consecuencia en la
depuracion del farmaco también como el incremento activo en la eficacia
terapéutica del farmaco y reduccion de efectos secundarios.

3. La liberacion controlada y caracteristicas de degradacion pueden ser realmente
moduladas por la eleccion de los constituyentes de la matriz.

4. El sitio especifico de entrega puede ser logrado por la adhesion de ligandos a la
superficie de las particulas por el uso de una guia magnética los sistemas pueden
ser usados en varios roles de administracion incluyendo oral, nasal, parenteral,
intraocular, etc. (Mohanraj, 2006).

3. HISTORIA DE LAS NANOPARTICULAS.

El concepto de nanoparticulas y medicamentos dirigidos fue inspirado por una visita de uno de
los gigantes de la ciencia Paul Ehrlich a la 6pera de Karl Maria von Weber. Ehrlich habia
estado trabajando durante mucho tiempo en la tincion de las bacterias y los tejidos, después de
asistir a esta Opera pensaba que el concepto de la entrega selectiva de medicamentos podria
mejorar la terapia. LIamé al sistema de distribucion "Zauberkugeln" en inglés "Magic Bullets"
(balas magicas).

Las primeras nanoparticulas transportadoras de farmacos estaban constituidas por gelatina y
albumina; sin embargo, el uso de proteinas puede estimular el sistema inmune y presentarse
problemas de antigenicidad y toxicidad. Para disminuir estos efectos se desarrollaron las
nanoparticulas de polimeros sintéticos.

Speiser y su equipo se centraron en el desarrollo de nanoparticulas para fines de vacunacion.
Las vacunas contra el tétanos, la difteria y otras infecciones requieren multiples inyecciones
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para construir los niveles de anticuerpos en el cuerpo que son suficientes para su proteccion.
Se esperaba que debido a las propiedades de liberacion sostenida de las nanocapsulas o
nanoparticulas se lograria una estimulacion inmunoldgica constante y s6lo una inyeccion seria
necesaria para lograr la respuesta de anticuerpos necesaria.

En 1969 Gerd Birrenbachwas uno de los estudiantes de Speiser, empleo un proceso que ellos
[lamaban "polimerizacion micelar”. Las respuestas de los anticuerpos obtenidos con esta
preparacion fueron muy prometedoras, sin embargo, estas preparaciones nunca mas fueron
desarrolladas, muy probablemente debido a las altas cantidades de fase organica y
tensoactivos necesario, asi como la elevada toxicidad del mondmero.

Sistema Solubilizado Nanoparticulas
=O Tenzoactivo
' Mondmero
=  Firmaco
Y -
\\\C) AT Polimerizacion Limpieza
'I:F == —_— — Nanoesferas
‘ ] ' 'I w
g 4%[) LA Y] +  Aceite
g r O= }
- 800 - 200 A
L]
E
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Figura 3. Esquema de preparacion de nanoparticulas. (Birrenbach, 1976).

Richard Oppenheim de Melbourne Australia, se unio al grupo del profesor Speiser en 1974
como cientifico visitante por un afio y, como consecuencia, también se convirtié en uno de los
pioneros en las nanoparticulas. Después de su regreso a Melbourne, Oppenheim, junto con su
estudiante de doctorado, Jennifer Marty, desarrollaron nanoparticulas de gelatina y albumina
mediante la desolvatacion que se produce después de la adicion de un agente de desolvatacion
como el alcohol o una sal inorganica en altas concentraciones. Esta adicion conduce
normalmente a coacervacion, formando microcapsulas por este proceso. Casi 20 afios después
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este proceso se ha mejorado y es utilizada para el transporte a través de las membranas
celulares de los oligonucledtidos e incluso los genes.

Otro pionero en nanoparticulas, Patrick Couvreur se uni6 al grupo del profesor Speiser, trabajé
en el proceso desarrollado por Birrenbach y Speiser. Poco después de esto se produjo la
primera nanoparticula de acrilico rdpidamente biodegradable hechas de polimetilcianoacrilato
y polietilcianoacrilato. Posteriormente las nanoparticulas fueron hechas de poli n-butilo,
isobutilo, n-hexilo e isohexilo cianoacrilato.

Robert Gurny fue el primero en desarrollar nanoparticulas de acido poli Iactico, con fines de
administracion de medicamentos. (Kreuter, 2007).

El primer reporte de nanoesferas con aplicaciones farmacéuticas fue realizado por Birrenbach
en 1976, conteniendo diversos trazadores o sustancias activas como IgG marcada con Yodo,
toxoide tetdnico y ureasa, utilizando un método de polimerizacion de acrilamida y N-N’-
metilen bisacrilamida en una emulsion inversa (w/o0). Este método requirio: 1) grandes
cantidades de disolventes organicos como fase externa; 2) tensoactivo anionicos para producir
la microemulsion y finalmente 3) un iniciador de polimerizacion.

Respecto a las nanocépsulas, Al Khouri Fallouh y col. presentaron en 1986 una técnica de
polimerizacion interfacial con mondmeros de alquilcianoacrilatos, con el objetivo de atrapar
farmacos lipofilicos que no habian podido ser utilizados en nanocapsulas de
polialquilcianoacrilatos. En esta técnica, los monémeros de alquilcianoacrilato y el farmaco
son disueltos en una fase constituida por etanol conteniendo un aceite, una mezcla de
fosfolipidos o bencilbenzoato; dicha fase es inyectada dentro de agua que contiene tensoactivo
de tipo no i6nico bajo agitacion magnética. La dispersion de la fase organica en la acuosa
ocurre simultdneamente, produciéndose tanto la difusion del etanol en la fase externa como la
polimerizacion del monémero en la interface agua-aceite. Posteriormente, la suspension de
nanocapsulas es concentrada bajo presion reducida. (Chavez, 2002).

La aplicacion absolutamente mas importante de las nanoparticulas es su empleo para la terapia
del cancer, asi como una de las aplicaciones mas prometedoras es su uso para el transporte de
farmacos a través de la barrera hematoencefélica. Esta barrera representa un obstaculo
insuperable para un gran nuimero de farmacos, incluyendo los farmacos anticancerosos,
antibioticos, y una variedad de farmacos activos del sistema nervioso central (SNC),
especialmente neuropéptidos. (Kreuter, 2007).

4. METODOS DE PREPARACION DE NANOPARTICULAS.

Los métodos de preparacion de nanoparticulas son actualmente muy numerosos, pudiendo
agruparlos en aquellos en los que se realiza una polimerizacion a partir de monémeros o bien
aquellos que parten del polimero. La eleccion de la técnica de preparacion depende de las
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caracteristicas del material formador del sistema y de la solubilidad del principio activo que se
desea incorporar. (Hernandez, 2010).

Las nanoparticulas pueden prepararse a partir de una variedad de materiales tales como
proteinas, polisacéridos y polimeros sintéticos. La seleccion del material de matriz depende de
muchos factores, incluyendo:

a)
b)

c)
d)
e)
f)

el tamafio de las nanoparticulas requeridas,

las propiedades inherentes del farmaco, por ejemplo, solubilidad, y la estabilidad
acuosa,

las caracteristicas superficiales tales como la carga y la permeabilidad,

grado de biodegradabilidad, biocompatibilidad y toxicidad,

el perfil de liberacion de farmaco deseada,

y antigenicidad del producto final.

Las nanoparticulas se han preparado con mayor frecuencia por tres métodos:

1)
2)
3)

dispersion de polimeros preformados,

polimerizacion de monomeros, y

gelificacion idnica o coacervacion de polimeros hidrofilicos. Sin embargo, otros
métodos tales como la tecnologia de fluidos supercriticos también se han descrito en la
literatura para la produccién de nanoparticulas.

4.1. DISPERSION DE POLIMEROS PREFORMADOS.

La dispersidon de polimeros preformados es una técnica comudn utilizada para preparar
nanoparticulas biodegradables. Esta técnica puede utilizarse de varias maneras como se
describe a continuacion:

4.1.1. Método de evaporacion del disolvente.

El método de evaporacidn de solvente fue descrito para la preparacion de microesferas
con tamafios de aproximadamente 1 pum. Sin embargo, con este proceso se pueden
obtener particulas menores a 1000 nm. (Kreuter, 2002).

En este método, el polimero se disuelve en un disolvente organico tal como
diclorometano, cloroformo o acetato de etilo que también se utiliza como disolvente
para disolver el farmaco hidrofébico. La mezcla de solucion de polimero y farmaco se
emulsiona luego en una solucién acuosa que contiene un tensoactivo o agente
emulsionante para formar una emulsién aceite en agua (o/w). Después de la formacion
de una emulsidn estable, el disolvente orgéanico se evapora ya sea mediante la
reduccion de la presion o por agitacion continua. (Mohanraj, 2006).
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El tamafio puede ser controlado por un nimero de factores incluyendo grado de
agitacion, el tipo y la cantidad de agente dispersante, la viscosidad de la fase organica
y acuosa, la configuracion del vaso y del agitador, la cantidad de la fase acuosa y
organica, y la temperatura.

4.1.2. Difusion de disolvente o emulsificacion espontanea.

La difusion de disolvente o proceso de emulsificacion espontanea puede crear gotas de
menor tamafio que el método de evaporacion de disolvente. En este caso, la fase
dispersada esta compuesta de un disolvente inmiscible y uno miscible al agua, el cual
es emulsionado dentro de una solucion acuosa. La difusion del disolvente miscible en
agua causa turbulencia y mayor ruptura de las gotas en la emulsion.

En esta técnica, el farmaco y el polimero son disueltos en un disolvente organico, el
disolvente inmiscible en agua que es emulsificado dentro de una solucién acuosa que
contiene emulsificadores y estabilizantes. La emulsion es entonces diluida con agua
para incrementar el nivel del disolvente organico, el cual puede ser disuelto en la fase
continua. Esto causa la disminucion en el contenido del disolvente organico dentro de
la fase dispersada, la cual conduce a la precipitacion del polimero y el farmaco para
formar las nanoparticulas (Williams, 2007).

POLIMERO

(Farmaco en solvente
no miscible en agua)

EMULSiC')N EVAPORACION
DE SOLVENTE

FASE ACUOSA
(Tensoactivo)

Figura 4. Representacion esquematica de la preparacion de nanoparticulas por el método de
emulsificacion/evaporacion
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Tanto la evaporacion del disolvente y métodos de difusion de disolventes se pueden utilizar
para fa&rmacos hidréfobos o hidrofilos. (Mohanraj, 2006).

4.1.3. Método de doble o multiple emulsion.

El método de doble o multiple emulsion ha hecho posible encapsular compuestos
hidrofilos. En primer lugar, un farmaco hidrofilo y un surfactante se disuelven en agua.
La emulsion primaria es preparada por la dispersion de la fase acuosa en un disolvente
orgénico que contiene un polimero disuelto. Se trata entonces de una re-emulsificacion
con una nueva fase acuosa que contiene también surfactante. Luego, el procedimiento
de eliminacion de disolvente y recoleccion de las nanoparticulas es similar a la técnica
de emulsion simple. (Llabot, 2008).

4.2. METODO DE POLIMERIZACION.

En el método de polimerizacion, el monoémero es polimerizado para formar nanoparticulas
en una solucién acuosa. El farmaco es incorporado tanto por una disolucion en el medio de
polimerizacion o por adsorcién las nanoparticulas después de ser completada la
polimerizacion. La suspension de nanoparticulas es entonces purificada para remover
varios estabilizadores y tensoactivos empleados para la polimerizacion por
ultracentrifugacion y re-suspendiendo las particulas en un medio isoténico libre de
tensoactivos. La formacion de las nanocéapsulas asi como su tamafio dependen de la
concentracion de los tensoactivos y estabilizantes usados. (Mohanraj, 2006).

4.2.1. Polimerizacion - Emulsificacién.

La polimerizacion de mondmeros en presencia de surfactantes por encima de la
concentracion micelar critica (CMC) (denominada polimerizacion por emulsién)
conduce generalmente a la formacion de particulas de menor tamafio. La
polimerizacion por emulsién presenta ciertas ventajas inherentes a ella, tales como un
elevado indice de polimerizacion con formacion de polimero de elevado peso
molecular y un tamafio de particula inferior. (Harivardhan, 2003).

El principio de la nanoemulsion estd basado en la emulsificacion espontanea que
ocurre 0 mezcla una fase organica y una fase acuosa. La fase organica es una solucion
homogénea oleosa, tensoactivo lipofilico y disolvente miscible en agua; en cuanto a la
fase acuosa, consiste en un tensoactivo hidrofilico y agua. Este método puede ser
descrito como la disolucién hidrofébica de sustancias en disolvente organico el cual
posteriormente es emulsificado con una solucién acuosa (Sishmitha, 2010).

La polimerizacion - emulsificacion es uno de los metodos mas rapidos para la
preparacion de nanoparticulas y es facilmente escalable. EI método es clasificado en
dos categorias, basadas en el uso de una fase continua organica o acuosa.
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4.21.1. Fase continua acuosa.

En este método de preparacion de nanoparticulas, el mondémero es disuelto en una
fase continua que es usualmente una solucién acuosa, y el tensoactivo o
emulsificante no es necesario. El proceso de polimerizacién puede ser iniciado por
diferentes mecanismos. La iniciacion ocurre cuando una molécula de monémero es
disuelta en la fase continua coloidal con una molécula iniciadora que podria ser un
ion o un radical libre. Alterno, la molécula de monémero puede ser transformada
dentro de un radical iniciador por radiacion de alta energia, incluyendo radiacién
Gamma, ultravioleta o luz fuerte visible. El inicio del crecimiento de cadenas se da
cuando el mondmero iniciador idnico reacciona con otra molécula de monémero
por medio de un mecanismo de polimerizacion anionica. La separacion de fases y
formacion de particulas solidas pueden tomar lugar antes o después de terminar la
reaccion de polimerizacion.

FASE ORGANICA
(Polimero + Farmaco) .
SEPARACION
+ | DE FASES
4 ——
' l"\'-
- ..;

POLIMERIZACION

FASE ACUOSA

(Tensoactivo)

Figura 5. Representacion esquematica de la preparacién de nanoparticulas por el método
de polimerizacion en fase acuosa.
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El proceso de polimerizacion puede realizarse mediante el mecanismo del radical
libre y mediante el mecanismo anionico/anfétero.

a)

b)

Mecanismo de Polimerizacion de Radical Libre

Esté determinado por una alta energia de activacion (125 < kJ/mol). Se trata
de una polimerizacion lenta, cuya velocidad de reaccion depende
fuertemente de la temperatura y de cantidad de radicales libres.

Mecanismo de Polimerizacion Anionica/Anfotera

Tiene mayor interés por ser mas rapido y facil de realizar, ademas de ser
apropiado para las aplicaciones biomédicas. Incluso bases muy débiles
como los iones OH" derivados de la disociacion del agua son capaces de
iniciarla. Los iniciadores clasicos son compuestos ionicos (I, CH3COQO",
Br, OH’, etc.) pero también compuestos nucleofilicos pueden iniciarla.
Presumiblemente estos generan zwitteriones (ion hibrido con carga negativa
y positiva), mas que especies idnicas cargadas capaces de realizar una
propagacion anionica. En este caso, los iones de OH de la disociacion del
agua son los encargados de actuar como iniciadores de la reaccién de
polimerizacion. (Arias, 2003).

CN

A— C‘H;—(.:'@

COOR
Polimerizacion

'G) anidnica
N ™
> Nu— CH,—C(d)

I |
OOR COOR
] Polimerizacion
Monomero de anfatera

R @ cianoacrilato
CN
F
R—CH.— c( ::l

COOR
Polimerizacion de
radical libre

Figura 6. Representacion esquemaética de los posibles mecanismos de
polimerizacién del monémero alquilcianoacrilato.
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4.2.1.2. Fase continua organica.

La metodologia de una fase continua organica involucra la dispersion del
mondmero dentro del material en el cual éste no es soluble (no disolvente). En uno
de los primeros métodos de produccion de nanoparticulas, tensoactivos o polimeros
protectores solubles eran usados para prevenir agregacion en cada estado de
polimerizacion. Este procedimiento se ha hecho menos importante, porque esto
requiere disolventes organicos toxicos, tensoactivos, monomeros e iniciadores que
son subsecuentemente eliminadas por la formacion de particulas. Como resultado
de la naturaleza no biodegradable de estos polimeros asi como el dificil
procedimiento, algunos procesos alternativos son de mayor interés hoy en dia.
(Pinto, 2005).

FASE ACUOSA MONOMERO

(Farmaco en Agua)
F s Ll

MICROEMULSION POLIMERIZACION

FASE ORGANICA

(Tensoactivo)

Figura 7. Representacion esquematica de la preparacién de nanoparticulas por el método
de polimerizacion en fase organica.

4.2.2. Salting-out.

Este método se basa en la separacion de un disolvente miscible con agua de una disolucién
acuosa mediante efecto de Salting-Out. En esta técnica no pueden ser utilizados
disolventes clorados, ya que puede existir alguna competencia entre los iones. (De la Cruz,

2010).

Mediante esta técnica se forma una emulsion agua/aceite que contiene polimeros, agua,
acetona, acetato de magnesio, estabilizador (tensoactivo) y el componente activo.
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Posteriormente se afiade agua hasta que el volumen es suficiente para permitir la difusion
de la acetona en el medio acuoso, lo que resulta en la formacion de nanoparticulas. Esta
suspension se purifica por filtracion de flujo transversal y liofilizacion. (Llabot, 2008).
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Figura 8. Representacion esquematica de la preparacién de nanoparticulas por el método de
Salting-out.

4.3. GELIFICACION IONICA O COACERVACION DE POLIMEROS.

El método de coacervacién o gelacion idnica involucra una mezcla de dos fases acuosas,
una es el polimero y la otra es un polianion. Un ejemplo es el caso del Quitosan; el grupo
amino esta cargado positivamente e interactla con las cargas negativas del Tripolifosfato
para formar coacervados con un tamafio en el rango de nanémetros. Los coacervados son
formados como resultado de la interaccion electrostatica entre las dos fases acuosas,
mientras que la gelacién ionica envuelve el material sufriendo una transicion del liquido a
gel debido a la interaccion ionica de las condiciones a temperatura ambiente. (Mohanraj,
2006).

4.4. METODO DE NANOPRECIPITACION.

Las nanoparticulas también pueden ser obtenidas por el método de nanoprecipitacion. Con
esta técnica, los farmacos y el polimero se disuelven en acetona y se afiaden a una solucion
acuosa que contiene tensoactivos. Luego la acetona es evaporada a presion reducida y las
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nanoparticulas permanecen en la suspension acuosa resultando en un tamafio de 110 a 208
nm.

La produccién de nanoparticulas tiene muchas variables independientes. Un pardmetro clave
es el tipo de surfactante / estabilizador a usar. Una amplia gama de moléculas sintéticas y
naturales con diferentes propiedades, se ha propuesto para la preparacion de nanoparticulas.

La concentracion de estabilizador (tensoactivo) utilizado también tiene efecto sobre las
propiedades de las nanoparticulas. Particularmente, si la concentracion de los estabilizadores
es demasiado baja, se producird la agregacion de las “nano-gotas” del polimero y poca o
ninguna nanoparticulas se podran recuperar. Por otra parte, si se utiliza demasiado
estabilizador, la incorporacion de farmacos a la nanoparticula podria reducirse debido a la
interaccion entre el fArmaco y el tensoactivo. Sin embargo, estudios realizados demostraron
que cuando la concentracién del estabilizador esta dentro de ciertos limites, se puede,
mediante ajustes de la concentracion, utilizar esto como forma de controlar el tamafio de
nanoparticulas. (Llabot, 2008).

5. CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS.

Existe un gran nimero de métodos para caracterizar nanoparticulas. EI tamafio es el rasgo mas
destacado en las nanoparticulas, sin embargo otros parametros como la densidad, el peso
molecular y sus caracteristicas cristalinas tendran una gran influencia en sus propiedades de
liberacion y degradacion; al igual que las caracteristicas de su superficie, tales como la carga
en superficie, la hidrofilia y la lipofilia, que influirdn en la interaccion con el medio ambiente
después de su administracién a humanos y animales, y esto a su vez influira en su distribucion.
(Kreuter, 2002).

Tabla 1. Métodos de caracterizacion de nanoparticulas.

Método

Parametro

Tamafio de particula Espectroscopia de correlacion de foton (DLS)
Microscopia electronica de barrido (SEM)

Microscopia electrénica de transmisién (TEM)

Peso Molecular Cromatografia en gel
Cristalinidad Difraccion de rayos X
Calorimetria diferencial de barrido
Carga superficial Electroforesis
Potencial zeta
Hidrofobicidad Cromatografia de interaccion hidrofobica

Medicion del angulo de contacto
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5.1. TAMANO DE PARTICULA.

El tamafio de particula y la distribucion del tamafio de particula son caracteristicas
importantes de los sistemas nanoparticulados, debido a que ellos determinan su
distribucion in vivo, su destino bioldgico, su toxicidad, su capacidad de direccidn, ademas
de influenciar en la carga de farmaco y en la estabilidad de las nanoparticulas. La
liberacion del farmaco es afectada por el tamafio, esto se debe a que las particulas
pequefas tienen una gran area superficial lo que facilita una répida liberacién a diferencia
de particulas grandes que poseen un mayor ndcleo por lo que la difusion del fa&rmaco seré
lenta. (Mohanraj, 2006).

5.1.1. Dispersion de la luz dindmica o Espectroscopia de correlacion de fotones.

También conocida como DLS por siglas en inglés (dinamic light scattering) la cual se
basa en medir la dispersion de luz (laser) en funcién del tiempo en pequefias regiones
del sistema, el resultado se ve reflejado en fluctuaciones que la intensidad de la luz
dispersada, las cuales estan relacionadas con la velocidad de difusion mediante la
ecuacién de Einstein para movimiento Browniano. Esta ecuacion tedrica relaciona de
manera precisa el coeficiente de difusion con el didmetro hidrodindmico de la particula
(radio de la particula suspendida), dando por resultado una muy buena aproximacion
para determinar tamafio de particula. (Schatztel, 1991).

_RT 1
"N 67kP
D : Coeficiente de difusion
R: Constante de los gases
T: Temperatura
N: Numero de Avogadro
k: Viscosidad
P: Radio de la particula suspendida

Este método abarca tamafios en un intervalo de pocos nanémetros hasta 6 um. La DLS
es una buena herramienta para la caracterizacion de nanoparticulas, pero no es una
buena opcién para determinar tamarios de particulas muy grandes, la presencia de
agregados incrementa la media del tamafio. (Wolfgang, 2001).

La distribucion del tamafio es normalmente descrita como un histograma log-normal
con el diametro de la particula sobre la abscisa y la cantidad de particulas en un tamafio
dado ordenado en una clase. A no ser que la densidad de la particula varie con el
tamano, la distribucion del volumen es equivalente a la distribucién de la masa.
(Thassu, 2007).

27



o e <
-
(=]
() g
[72]
-
\_ _J “;‘
PARTICULAS GRANDES -
O TIEMPO
Qe -
O O - r
Q0 :
v -
\_ 7 E
PARTICULAS PEQUENAS = 4
............. ——

Figura 9. Representacion del método de dispersion de la luz dinamica.
5.2. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM).

El microscopio electrénico de barrido (SEM) del inglés “Scanning Electron
Microscopy ”’es un instrumento que permite la observacion y caracterizacion superficial de
materiales inorganicos y organicos, entregando informacién morfolégica del material
analizado. A partir de él se producen distintos tipos de sefial que se generan desde la
muestra y se utilizan para examinar muchas de sus caracteristicas. Con €l se pueden
realizar estudios de los aspectos morfolégicos de zonas microscépicas de los distintos
materiales, ademas del procesamiento y analisis de las imagenes obtenidas. Las principales
utilidades del SEM son la alta resolucion (=100 A), la gran profundidad de campo que le
da apariencia tridimensional a las imagenes y la sencilla preparacion de las muestras.

El microscopio electronico de barrido puede estar equipado con diversos detectores, entre
los que se pueden mencionar: un detector de electrones secundarios para obtener imagenes
de alta resolucion SEI (Secundary Electron Image), un detector de electrones retro-
dispersados que permite la obtencion de imagenes de composicion y topografia de la
superficie BEI (Backscattered Electron Image), y un detector de energia dispersiva EDS
(Energy Dispersive Spectrometer) permite colectar los Rayos X generados por la muestra

y realizar diversos analisis e imagenes de distribucion de elementos en superficies pulidas.
(Gréageda y Montesinos, 2012).
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Su funcionamiento se basa en recorrer la muestra con un haz de electrones finamente
enfocado, que pueden dispersarse en la muestra o provocar la aparicion de electrones
secundarios. Los electrones perdidos y los secundarios son recogidos y contados por un
dispositivo electrénico situado a los lados de la muestra. Cada punto leido corresponde a
un pixel en un monitor de television. Cuanto mayor sea el nimero de electrones contados
por el dispositivo, mayor sera el brillo del pixel mostrado. A medida que el haz de
electrones barre la muestra, se presenta toda la imagen de la misma en el monitor.

Para facilitar esta emision de electrones se metaliza la muestra que es recubierta de una
pequefia capa de oro o platino. El haz de electrones se puede concentrar en una zona
diminuta (~20 A) que puede barrer la superficie de la muestra al ser reflectado por bobinas
adecuadas. Los electrones secundarios se detectan por encima del espécimen y la imagen
muestra la intensidad de los electrones secundarios emitidos por las diferentes partes de la
muestra. (Thassu, 2007).

5.3. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION (TEM).

El analisis de estructuras por medio de la microscopia electronica de transmisién del inglés
(TEM) “Transmission Electron Microscopy”, €S una técnica en la cual un haz de
electrones es transmitido a través de la muestra seca, bajo condiciones de alto vacio. Los
electrones difractados al pasar a traves de la muestra generan un difractograma que puede
ser transformado directamente en imagen mediante lentes magnéticas que es la proyeccion
de la estructura cristalina a lo largo de la direccion de los electrones.

Tanto el difractograma de electrones como la imagen reconstruida se pueden proyectar en
una pantalla. EI poder de resolucién depende de la longitud de onda y de la calidad de las
lentes del objetivo. Las imagenes se pueden producir a partir de los electrones difractados
(imagenes de campo oscuro) o a partir de los electrones directos que han atravesado la
muestra sin interaccion (imagenes de campo claro/brillante). Hay que tener en cuenta el
espesor de la muestra y de las condiciones de focalizacidn. (Nixon, 1969).
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Figura 10. Diagrama de Microscopio Electrénico de Transmision y Barrido.
5.4. POTENCIAL ZETA.

La medida del potencial zeta permite hacer predicciones acerca de la estabilidad de la
dispersion coloidal. En general, la agregacién de las particulas es menor en aquellas que
estan cargadas (Potencial Z alto) debido a la repulsion eléctrica. Sin embargo, esta regla no
puede aplicarse estrictamente a los sistemas que contienen estabilizantes, ya que la
adsorcion de los estabilizantes disminuira el potencial zeta debido al cambio en la
superficie de la nanoparticula. (Wolfgang, 2001).

El potencial Z es una medida de la estabilidad de una particula e indica el potencial que se
requiere para penetrar la capa de iones circundante en la particula para desestabilizarla. Por
lo tanto, el potencial zeta es la potencia electrostatica que existe entre la separacion de las
capas que rodean a la particula.

Este parametro es usado comunmente para caracterizar la propiedad de la carga superficial
de las nanoparticulas. El potencial eléctrico de las particulas es influenciado por la
composicion de la particula y el medio en el cual es dispersado. Las nanoparticulas con
potencial entre = 60 y 100 mV tienen una excelente estabilidad fisica, entre (x) 30 mV y
(x) 60 mV han sido descritas para ser de estabilidad moderada en suspension y es
atribuible a la carga de repulsion entre las particulas, lo cual puede ser suficiente para
prevenir su agregacion. El potencial Z puede también ser usado para determinar si un
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material cargado activamente es encapsulado dentro de la nanocapsula o adsorbido en la
superficie. (Mohanraj, 2006).

Tabla 2. Estabilidad en base al Potencial Z.

Estabilidad Potencial Z (£ mV)

Muy buena 100 a 60
Buena 60 a 40
Moderada 40a 30
Umbral de dispersion 30a15
Umbral de aglomeracion 15a10
Fuerte aglomeracion y precipitacion <5

Cuando el potencial Z pasa a traves del cero, en el eje de las X, a este punto se le llama
punto isoeléctrico. Esto significa que las particulas no experimentan repulsion, por lo
que la aglomeracion puede ser un efecto esperado.
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Figura 11. Gréfico que relaciona los valores del potencial Z a diferentes pH.

6. NANOPARTICULAS DE POLIETILCIANOACRILATO (PECA).

El poli(etil-2-cianoacrilato) pertenece a la familia de los polialquilcianoacrilatos, de gran
interés por la elevada reactividad de sus mondmeros, capaces de polimerizar facilmente en
varios medios, incluida el agua. Entre sus mdltiples aplicaciones destaca su uso como
adhesivo quirargico y como sistema coloidal de transporte controlado de farmacos.
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Su aplicacion en el caso concreto del disefio de vehiculos de farmacos se debe a su capacidad,
ya mencionada, de polimerizar en medio acuoso (de gran interés para propositos
farmacéuticos), a sus propiedades mecénicas, a su biocompatibilidad y compatibilidad con
farmacos, a su permeabilidad, a ser un polimero biodegradable (lo cual es preciso para la
administracion parenteral) y a que su amplio uso como adhesivo quirdrgico en humanos
constituye una garantia de baja toxicidad. (Arias, 2003).

Las nanoparticulas de polietilcianoacrilato cumplen requisitos ideales tales como la
biodegradabilidad, la capacidad de alterar la biodistribucién de farmacos y la facilidad de
sintetizacion y purificacion. Las primeras nanoparticulas de PECA se sintetizaban mediante
polimerizacion por dispersion de monomero de etilcianoacrilato en presencia de un
estabilizante.

Las nanoesferas del monomero PECA se preparan mediante un proceso de
emulsion/polimerizacién, en el que gotas de mondmero insoluble en agua se emulsionan en
fase acuosa. La reaccion se produce en micelas tras la difusion de moléculas de monémero a
través de la fase acuosa rapidamente.

Se observo que el pH de polimerizacion 6ptimo para la formacion de nanoparticulas se
encontraba por debajo de 5.0. La polimerizacién con un pH superior a 5.0 daba como
resultado agregados de polimero con distribuciones de peso molecular multimodales amplias.
Se considerd que la polimerizacion a temperatura elevada (60°C) tenia un efecto benéfico en
el proceso de formacion de particulas. (Harivardhan, 2003).

7. NANOPARTICULAS DE DIOXIDO DE SILICIO (SI10y).

El didxido de silicio o silice es uno de los materiales mas comunes en nuestro planeta. Es una
sustancia amorfa que se produce sintéticamente mediante un proceso de hidrolisis en fase de
vapor, que da silice pirogénica, mediante un proceso hiumedo, que da silice precipitada, gel de
silice, o silice hidratada.

El didxido de silicio se ha convertido en uno de los mas importantes y frecuentemente
utilizados excipientes farmacéuticos. La mejoria de las propiedades de flujo de los materiales
necesarios para la moderna fabricacion de tabletas y capsulas son nada mas un ejemplo de las
ventajas obtenidas por el uso del diéxido de silicio.

Se ha demostrado que la silice inmersa en medio acuoso orienta los atomos de silicio
superficiales en una configuracién tetraédrica con cada atomo de Si ligado en promedio a
aproximadamente un grupo OH. (Arce, 2010).
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En los Gltimos afios, el uso de nanoparticulas de SiO, se ha extendido a campos biomédicos y
biotecnoldgicos, tales como biosensores para ensayo simultdneo de glucosa, para la
identificacion de leucemia de células usando microscopia Optica de imagen, terapia de cancer
y la administracion de farmacos. (Lin W., 2006).

8. PURIFICACION DE NANOPARTICULAS

Dependiendo del método de preparacion, varias impurezas potencialmente toxicas pueden ser
encontradas en las suspensiones de nanoparticulas incluyendo solventes organicos,
monomeros  residuales, iniciadores de polimerizacion, electrolitos, tensoactivos,
estabilizadores, y grandes agregados poliméricos. La necesidad y el grado de purificacion
dependen del objetivo final de la formulacion desarrollada.

Aunque los agregados poliméricos pueden ser facilmente removidos por una simple filtracién
a través de filtros de vidrio, la eliminacion de impurezas requiere procedimientos mas
sofisticados. Los procedimientos mas comUnmente reportados son la filtracion en gel, la
didlisis y la ultracentrifugacion.

8.1. ESTERILIZACION.

Las nanoparticulas que pretenden ser administradas via parenteral requieren ser estériles y
libres de pirégenos. La esterilizacion con filtros de 0.22 pum no es adecuada para
nanoparticulas en suspension debido a que los microorganismos y las nanoparticulas
generalmente tienen un tamafo similar (0.25-1 um). La esterilizacion puede llevarse cabo
por otros sistemas micro-particulares, cualquiera de las dos usando condiciones asépticas
durante la formulacién, o por un subsecuente tratamiento como el autoclave o radiacion y.
El tipo de tratamiento de esterilizacién depende de la susceptibilidad fisica del sistema. La
autoclave y la radiacion y han mostrado tener un impacto en las propiedades
fisicoquimicas de las nanoparticulas en varios sistemas, un ejemplo es la modificacion del
tamafio de particula, la estabilidad y las caracteristicas relacionadas con el farmaco. Hace
algin tiempo, las modificaciones ocurrian como consecuencia de rompimiento del
entrecruzamiento de las cadenas poliméricas, pero pueden ser resultado de la alteracion de
otros componentes como los agentes de superficie o los mismos farmacos. (De Jaeghere,
1999).
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Tabla 3. Principales métodos para la purificacion de Nanoparticulas.

Método Principio esquematico Inconvenientes

o
B
Filtracién en gel o O Dificil remocion de impurezas de
o alto peso molecular
B2

Dificil remocion de impurezas de

Dialisis o alto peso molecular
i o Tardado
oy Dificultad para escalamiento
TR

. .. .

.’ Agregacion de particulas
Ultracentrifugacion o : : Tardado

." . Dificultad para escalamiento

9. NANOTOXICOLOGIA.

La rapida expansion de la nanotecnologia ha dado como resultado un amplio abanico de
nanoparticulas que varian en tamafio, forma, carga quimica, recubrimiento y solubilidad.
Debido a su tamafio las nanoparticulas tienen la propiedad de modificar las propiedades fisico-
quimicas de la materia, observandose un aumento en su capacidad de interaccién con los
tejidos bioldgicos, lo que puede generar efectos bioldgicos adversos en las células vivas que
de otro modo no seria posible con el mismo material de mayor tamafio. (Frejo, 2011).

La Nanotoxicologia se define como la ciencia que examina los efectos dafiinos y toxicos de las
nanoparticulas disefiadas artificialmente asi como de los mecanismos en los organismos vivos
y el medio ambiente. (Klaine, 2008).

Los mecanismos de toxicidad no han sido totalmente esclarecidos, aunque segin Lanone y
Boczkowski, el principal mecanismo de nanotoxicidad in vivo es la induccion de estrés
oxidativo mediante la generacion de radicales libres.
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El estrés oxidativo se debe a un desequilibrio entre la produccién de especies reactivas del
oxigeno y la capacidad de un sistema bioldgico de detoxificar rdpidamente los reactivos
intermedios o reparar el dafo resultante. Las alteraciones en este estado normal redox pueden
causar efectos toxicos a través de la produccion de perdxidos y radicales libres que dafian a
todos los componentes de la célula, incluyendo las proteinas, los lipidos y el ADN.
(Frejo, 2011).

9.1. BIOMARCADORES.

Un aspecto crucial en la Toxicologia es la medicion de los efectos de xenobidticos en los
organismos y su ecosistema. Las alteraciones bioquimicas, fisiologicas moleculares o
celulares inducidas por agentes xenobioticos permiten correlacionar estos eventos con la
dosis de exposicion y los niveles del agente toxico con la magnitud de los diferentes
efectos al organismo. Por ello se ha tenido que utilizar biomarcadores, los cuales son
observaciones medibles de las alteraciones bioldgicas.

Se pueden definir como modificaciones, presencia de componentes, estructuras, procesos
y/o reacciones que se atribuyen de manera directa o indirecta a la exposicion de sustancias
xenobioticas. Con ellos es posible establecer una evaluacion de riesgo en consideracion de
variables toxicocinéticas y toxicodinamicas. Los biomarcadores se dividen en tres
categorias:

9.1.1. Biomarcadores de exposicion.

Estos consisten en la medicion de la sustancia xenobidtica 0 un metabolito de la
misma, también puede ser un efecto directamente atribuible al xenobidtico que se
encuentre dentro del organismo. Los xenobiticos 0 sus metabolitos pueden ser
medidos directamente en tejidos, orina, sangre y heces asi como en el aire exhalado y
otros fluidos corporales y en algunos casos reflejar la magnitud de la exposicion. Los
compuestos carcindgenos o sus metabolitos son generalmente especies electrofilicas
que pueden causar cambios bioquimicos por su afinidad a grupos nucleofilicos que se
encuentran en biomoléculas o moléculas organicas e inorganicas. Estos efectos pueden
cuantificarse y considerarse como biomarcadores de exposicion.

9.1.2. Biomarcadores de efecto.

Son alteraciones en la fisiologia, bioguimica u organizacion celular atribuida a la
exposicion de sustancias toxicas.
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9.1.3. Biomarcadores de susceptibilidad.

Este tipo de biomarcadores pueden relacionarse con un incremento o disminucion en
las respuestas celulares hacia un efecto toxico que se refleja en el organismo a nivel
celular, tisular u organico. Esto provoca una vulnerabilidad diferenciada hacia los
signos, sintomas o enfermedades generados tras la exposicion a agentes fisicos,
quimicos o bioldgicos. (Manahan, 2003).

En términos de impacto a la salud y el medio ambiente es necesario evaluar los riesgos de
nanomateriales mediante estudios toxicoldgicos y epidemiol6gicos asi como el manejo de los
riesgos que conlleva a su uso por medio de decisiones politicas, sistemas regulatorios y todo
aquello que relacione el uso de nuevas tecnologias aplicadas a la salud.

Existen dos criterios para identificar nanomateriales que podrian constituir un riesgo para la
salud humana:
1. El material debe ser capaz de interactuar con el cuerpo de tal forma que su
nanoestructura se encuentre biodisponible.
2. El material debe ser capaz de provocar una respuesta bioldgica que se encuentra
asociada a la nanoestructura.

Hay numerosas razones por las que los nanomateriales pueden tener mayor toxicidad que sus
contrapartes en volumen. En general, los nanomateriales pueden penetrar dentro de pequefias
estructuras y moverse profundamente dentro de espacios celulares estrechos y tejidos que las
particulas mas grandes. Una vez dentro de las células, ellas pueden inducir estrés oxidativo,
alteraciones fagociticas, inhibicién de la proliferacion celular, y disminuir la viabilidad celular
entre otros efectos. Las particulas mas pequefias pueden evadir sistemas reticuloendoteliales
con mayor facilidad, y asi permanecer por mas tiempo en el cuerpo. Los nanomateriales
pueden generar complejos moviles que entran en tejidos normalmente inaccesibles.
Reacciones quimicas inesperadas debido al incremento en la reactividad puede dafiar las
propiedades estructurales y funcionales de la célula. Todas estas posibilidades contribuyen al
potencial toxicoldgico de los nanomateriales.
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9.2. FACTORES QUE INFLUYEN EN LA TOXICIDAD DE LAS
NANOPARTICULAS.

Tabla 4. Principales factores que pueden determinar los efectos toxicolédgicos de las nanoparticulas
en el organismo. (Galvez, 2010).

FACTORES

Via de penetracion.

Factores que dependen de la exposicion. Duracién de la exposicion,

Concentracion.

Susceptibilidad individual.

Factores que dependen del organismo | Lugar de depdsito.

expuesto. Ruta que siguen las nanoparticulas una vez se
han introducido en el organismo.

Factores relacionados con los nanomateriales. | Toxicidad intrinseca de la sustancia.

10.ESTRES OXIDATIVO.

En las células y en los organismos en condiciones normales se mantiene un balance entre la
produccion de radicales libres y especies reactivas con los sistemas antioxidantes; de manera
tal que la toxicidad por oxidacion es limitada, aun este limitado dafio es parcialmente
responsable del envejecimiento natural de las células y los organismos.

Sin embargo, se considera que la agresion oxidativa alcanza niveles patoldgicos cuando se
rompe el balance entre ella y la eficiencia de los sistemas amortiguadores antioxidantes; lo
cual se puede producir por un déficit de antioxidantes o por un incremento en la produccién de
las especies reactivas. De igual manera cuando se reduce la agresion oxidativa, se reduce la
eficiencia total del sistema amortiguador antioxidante, evitando asi gastos energéticos
excesivos y una condicion reductora muy elevada en la célula que comprometa las acciones
oxidantes de importancia para el funcionamiento celular. (Quintanar, 2009).

Los organismos aerobicos requieren del oxigeno para realizar sus funciones vitales pero una
vez que el oxigeno es activado se convierte en toxico para este tipo de organismos, el exceso
de formas activas de oxigeno conduce al estrés oxidativo. (Gasca, 2011).

Cuando en la célula existe un aumento en la formacion de radicales libres o una disminucién

en los mecanismos antioxidantes, se produce una condicion llamada estrés oxidativo, en donde
el dafio a las macromoléculas puede ocasionar la muerte de la célula o el tejido.
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El termino estrés oxidativo se refiere a una situacion en la cual las células son expuestas a un
desequilibrio en las concentraciones de oxigeno molecular o sus formas reducidas. (ZUfiga,
2008).

La oxidacion de los lipidos membranales provoca pérdida de la permeabilidad, la fluidez y la
integridad de las membranas (la plasmatica y de los organelos celulares). (Quintanar, 2009).

El estrés oxidativo se caracteriza principalmente por el dafio a los &cidos grasos
poliinsaturados de las membranas celulares. Cuando los radicales libres reaccionan con ellos,
se produce un metabolito final conocido como malondialdehido (MDA), el cual se determina
en el laboratorio como indicador de estres oxidativo. (Gutiérrez, 2008).

Los radicales libres atacan a los acidos grasos poliinsaturados de las membranas celulares y
lipoproteinas transformandolos en 4&cidos grasos peroxidados, los cuales sufren un
acortamiento de su cadena lateral liberando MDA, de tal manera que la concentracion sérica
de MDA es proporcional a los acidos grasos poliinsaturados oxidados y, por lo tanto, un buen
indicador de peroxidacion lipidica (Montoya, 2008).

e oV Lo .
D < e e—
oF °(\¢'a“° S
et g ,
PROTEINA <
V -
. N\
FOSFOLIPIDO !

= =W Y

& OXIDADA FOSFOLIPIDOS OXIDADOS
' -
' "\Rj _1
/ jular dafiad?d
MEMBRANA (R — Membrana
CELULAR (R) ~

"W\ RADICALES LIBRES

Figura 12. Efecto de los radicales libres sobre la membrana celular.
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10.1. RADICALES LIBRES

Los radicales libres se definen como especies quimicas que presentan un electron
desapareado en su orbital mas externo, por lo que son altamente reactivos a moléculas
vecinas ya que sustrae un electrén de atomos o moléculas estables, a las cuales oxida, con el
fin de alcanzar su propia estabilidad. Una vez que el radical libre ha conseguido el electrén
que necesita para aparear a su electrén libre, la molécula estable que pierde el electrén se
oxida y deja a otro electron desapareado, lo que la convierte a su vez en un radical libre,
inicidndose y después propagdndose de la misma manera, generando asi una reaccion en
cadena. (Quintanar, 2009).

En los seres vivos, los radicales libres provienen principalmente del oxigeno o del
nitrogeno (por lo que son llamados radicales libres derivados del oxigeno o del nitrégeno,
respectivamente) y pueden dafiar lipidos, proteinas, carbohidratos y acidos nucleicos. La
célula posee varios tipos de mecanismos antioxidantes, los cuales evitan o minimizan el
dafio provocado por los radicales libres.

Algunos radicales libres son extremadamente reactivos, como el radical hidroxilo (OH’),
otros menos reactivos como el radical superdxido (O27) y el perdxido de hidrégeno (H20,),
que por definicion no es considerado un radical libre de oxigeno, pero es potencialmente
capaz de generar facilmente OH". (Troncoso, 2007).
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Figura 13. Generacion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno.
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10.2.

MECANISMOS DE DEFENSA ANTIOXIDANTE.

Para evitar que se desborde el estrés oxidativo, las células y los organismos aerdbicos
requieren generar y mantener defensas antioxidantes de manera dptima e incrementarlas

acorde al tamafio de la agresion.

Los mecanismos homeostaticos antioxidantes con los que el organismo enfrenta el dafio
oxidativo son especificos, afines, numerosos y diversos; reflejando la necesidad de hacer
frente a la multiplicidad de formas de radicales libres y especies reactivas; también son
numerosos los compartimientos donde actdan en el organismo y en las células.

Los mecanismos antioxidantes se pueden clasificar de diversas formas, en la tabla 5 se
mencionan las lineas de defensa en el organismo.

Tabla 5. Lineas de defensa del organismo. (Quintanar, 2009).

Mecanismo Ejemplo

Macromoléculas que acomplejan especies
reactivas y evitan su accion.

Proteinas que acumulan o transportan metales
de transicion, como la transferrina y la
ceruloplasmina o como el oxigeno, la
hemoglobina y la mioglobina.

Enzimas antioxidantes con gran afinidad para
catalizar con altas velocidades la reaccién de
reduccion parcial de una especie reactiva

La superoxido dismutasa (SOD) cataliza la
dismutacion del O, a H,0O,; la glutation
peroxidasa (GPx) que es una enzima
dependiente de selenio y cataliza la reduccién
del peréxido de hidrogeno (H.O;) o
lipoperéxidos  (L-OOH); la  glutatién
sulfhidril transferasa (GST) que cataliza el
ataque nucleofilico del cosustrato GSH sobre
el centro electr6filo de un gran numero de
oxidantes y la catalasa (CAT) que reduce el
H,0, a H»0.

Cosustratos antioxidantes, son empleados por
las enzimas para poder reducir parcialmente a
los radicales libres y las especies reactivas.

El glutation y el NADPH. EIl glutatién con
gran facilidad cede electrones (muy
nucleofilico) debido a su grupo sulfhidrilo (-
SH) y su potencial redox; una vez que queda
oxidado se puede regenerar gracias a la
enzima glutation reductasa (GR) que lo
reduce con la oxidacion de NADPH. El
NADPH tiene un potencial redox muy
negativo y por ende es un importante donador
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de electrones e hidrogenos, con lo que puede
pasar a NADP® que en su forma oxidada
diversas enzimas lo emplean como
cosustrato.

Las enzimas que regeneran al glutation
reducido, la vitamina E y el NADPH. El
glutation se mantiene casi todo en forma
Enzimas que regeneran sustratos o | reducida principalmente a través de glutation
cosustratos antioxidantes. reductasa (GR), una flavoenzima que gracias
a la oxidacion del NADPH cataliza la
reduccion del glutation oxidado (GSSG) a
glutation reducido (GSH).

11.CITOTOXICIDAD.

En la actualidad, la toxicologia alcanza enorme trascendencia social debido al importante
numero de sustancias quimicas comercializadas y su posible impacto sobre la salud pablica y
ambiental. Ello ha conducido al desarrollo de estrategias de evaluacion de riesgos con fines
normativos: es el caso de la llamada “toxicologia reguladora”, rama dentro de la toxicologia
que se dedica a la legalizacion y armonizacién de todos los protocolos e informes de
sustancias toxicas a partir de normativas legales, disposiciones ministeriales por propia
iniciativa o0 como cumplimiento de recomendaciones o directrices de organismos
internacionales los cuales producen un extenso cuerpo legal de raiz toxicoldgica, ampliamente
conocidas. (Combs, 2002).

La citotoxicidad celular se define como una alteracion de las funciones celulares basicas que
conlleva a que se produzca un dafio que pueda ser detectado. A partir de aqui, diferentes
autores han desarrollado baterias de pruebas in vitro para predecir los efectos tdxicos de los
farmacos y los compuestos quimicos, utilizando como modelos experimentales cultivos
primarios y 6rganos aislados como lineas celulares establecidas. (Fentem, 1994).

Dentro de la bateria de ensayos in vitro como métodos de toxicologia alternativa Utiles y
necesarios para el registro o solicitud de ensayos clinicos de una sustancia dada se encuentran
los llamados ensayos de citotoxicidad, capaces de detectar mediante diferentes mecanismos
celulares conocidos, los efectos adversos de interferencia con estructura y/o propiedades
esenciales para la supervivencia celular, proliferacion y/o funciones. En los cuales se
encuentran la integridad de la membrana y del citoesqueleto, metabolismo, sintesis y
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degradacion, liberacion de constituyentes celulares o productos, regulacién iénica y divisién
celular. (Repetto, 2002).

Las pruebas de citotoxicidad evaluan el efecto de los materiales sobre diferentes poblaciones
celulares midiendo el numero o crecimiento celular luego de la exposicion a los materiales.
Ademas estas pruebas determinan dafios a nivel de la membrana celular, biosintesis o
actividad enzimatica y el material genético.

Otro grupo de pruebas miden la citotoxicidad de un material evaluando los cambios en la
permeabilidad de membrana celular. Esto se realiza observando la facilidad con que un
colorante puede atravesar la membrana celular, estas pruebas se basan en que la pérdida de la
permeabilidad de la membrana es equivalente a un dafio celular severo o a la muerte celular.
(Escalona, 2012).

En la tabla 6 se resumen algunas de las pruebas que se utilizan para los ensayos de
citotoxicidad, proliferacion celular y genotoxicidad.

Tabla 6. Ensayos para evaluar la nanotoxicidad in vitro. (Hillegass, 2010).
Azul de tripan
Viabilidad Celular (MTT)
Cuantificacién de GSH
Clonogénico (CFE)
Citotoxicidad LDH
Tanel
Técnica Apostan
Anexina V
Lipoperoxidacion (TBARS).
Contenido de ADN
Incorporacion de Timidina
Proliferacion Incorporacion de BrdU
Ki-67
Deteccidn de PCNA
Ames (S. typhimurium o E. coli)
Deteccion de modificaciones basadas en
Genotoxicidad ADN
Analisis de cariotipo  (induccién  de
aberraciones cromosdmicas y micronucleos)
Ensayo cometa.
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Existen diversos ensayos para evaluar la nanotoxicidad in vitro, en este trabajo se
determinaron los ensayos remarcados en la tabla 6 y a continuacion se describe el fundamento
de cada uno.

11.1. ENSAYO DE LA REDUCCION DEL MTT.
El ensayo con MTT es otra prueba enzimatica comunmente utilizada para medir la
citotoxicidad de los materiales, tiene como propodsito medir la actividad de la
deshidrogenasa celular. (Escalona, 2012); también es muy utilizado para medir
supervivencia y proliferacién celular. (Denizot, 1986).

Este ensayo se basa en la reduccion metabolica del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il0)-2,5-difeniltetrazol (MTT) de color amarillo, es realizada por la enzima
mitocondrial succinato-deshidrogenasa en un compuesto de color azul (formazan),
permitiendo determinar la funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas.
(Denizot, 1986).

Si la enzima se encuentra inactiva por efectos citotxicos de un material, no se formara
el formazan. (Escalona, 2012). La cantidad de células vivas es proporcional a la
cantidad de formazan producido. El porcentaje de Viabilidad se obtiene de la siguiente
forma:

(Abs de la muestra)

% de MTT = x 100
%o de (Abs del blanco)

La capacidad de las células para reducir al MTT constituye un indicador de la
integridad de las mitocondrias y su actividad funcional es interpretada como una
medida de la viabilidad celular. La determinacion de la capacidad de las células de
reducir al MTT a formazan después de su exposicion a un compuesto permite obtener
informacidn acerca de la toxicidad del compuesto que se evalua. (Jiménez, 2007).

o Ifr.
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I |
N/N succinato deshidrogenasa HN\
| \\ — N
J\ /N_ N mitocondrial L N
S ~N~ H\[a'|j_'_'-'-'-' c P - fo \N—____._—_N
| P | Vi —Cfts ﬂ | CH,
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MTT FORMAZAN

Figura 14. Reduccion metabolica del MTT a sales de formazan por la enzima succinato
deshidrogenasa.
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11.2. ENSAYO DE CUANTIFICACION DE ESPECIES REACTIVAS AL
ACIDO TIOBARBITURICO (TBARS).
La cuantificacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) utilizando &cido
tiobarbitirico (TBA) permite estimar la lipoperoxidacion celular en la cual el
malondialdehido (MDA) es derivatizado.

La determinacion de este compuesto es relativamente sencilla y se fundamenta en la
reaccion de condensacion que ocurre entre una molécula de malondialdehido y dos
moléculas de &cido tiobarbitdrico en medio acido formando un complejo colorido que
presente un pico maximo de absorcion a 532 nm.

product

Figura 15. Reaccidn de condensacion entre TBA 'y MDA.

11.3. ENSAYO DE CUANTIFICACION DE GLUTATION REDUCIDO (GSH).
El glutation reducido (GSH) es un tripéptido no proteico (y-glutamil-cisteinil-glicina)
el cual protege a la célula contra las accion de agentes oxidantes enddgenos y
ex0genos, asi como mantener la estabilidad de la membrana. (Meister, 1976).

El GSH es el antioxidante intracelular mas abundante aproximadamente a una
concentracion de 5 mM a nivel celular, tiene un papel muy importante en la proteccion
contra las especies reactivas de oxigeno (ERO), el metabolismo de los nutrientes y
destoxificacion de xenobidticos, y la regulacién del estado redox intracelular. (Reliene,
2006).

También es un cofactor para las reacciones de isomerizacién, sirve como
almacenamiento y transporte de cisteina. Ademas, es esencial para la proliferacion
celular y tiene un papel importante en la apoptosis. Una funcion muy importante del
glutatién es mantener el potencial de 6xido-reduccion de la célula, ya que mantiene en
estado reducido los grupos tiol de las proteinas y asi permite la generacién de diversas
cascadas de sefializacion intracelular. (Martinez, 2011).

El GSH tiene muchas funciones diferentes como por ejemplo; proteccion contra las
especies oxidantes y el mantenimiento de los grupos SH de las proteinas. Durante estas

reacciones de proteccion, el Glutation se convierte en glutation disulfuro (GSSG, es la
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forma oxidada del GSH). EI GSSG es reducido enziméaticamente por la glutation
reductasa, por ello el GSH es la forma dominante en los organismos.

La determinacion de la concentracion de GSH se realiza con un método
espectroflurométrico donde se utiliza el ortoftaldehido (OPT) como indicador, donde
se forma un producto fluorescente que se registra a una longitud de onda de absorcion,
de excitacion 350 y de 420 nm de emision con un espectrofluorometro de

luminiscencia. (Quezada, 2002).
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Figura 16. Metabolismo del glutation en la célula. (Martinez, 2011).

11.4. ENSAYO DE CUANTIFICACION DE PROTEINAS TOTALES POR EL
METODO DE BRADFORD.
La determinacidon de la concentracién de proteinas totales en una muestra bioldgica es
un procedimiento rutinario cuando se requiere conocer la actividad especifica de una
preparacion enzimatica o en otros ensayos en los que se requiere asociar la cantidad
total de proteinas con el valor en estimacion.
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Se basa en el acoplamiento del colorante con la proteina y se determina
colorimétricamente, existe una relacion directa entre el desarrollo del color y la
concentracion de proteinas.

El método de Bradford, cuantifica la unién de un colorante (azul de Coomasie G-250)
a una proteina desconocida y la compara contra diferentes cantidades de una proteina
estandar, usualmente albumina sérica bovina (BSA). ElI complejo colorante-proteina
presenta un maximo de absorcion a 595 nm. Esta disefiado para cuantificar entre 1y 10
mg de proteina, es un método simple, confiable, rapido, barato y pocas sustancias
interfieren en su determinacion. (Bradford, 1976).

12.CULTIVOS CELULARES.

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

12.1. TIPOS DE CULTIVOS CELULARES.

Dependiendo del grado de preservacion de la estructura del tejido o del 6rgano de origen y
de su duracién hablaremos de diferentes tipos de cultivos: de 6rganos, explantes, primarios
0 secundarios.

12.1.1. Cultivo de 6rganos.

El 6rgano se mantiene en un medio del que obtiene los nutrientes y al que puede liberar
los desechos y en el que mantiene su estructura tridimensional. Este tipo de cultivo
permite mantener los tipos celulares diferenciados y es por ello una buena réplica del
tejido de origen.

12.1.2. Explantes primarios.
Son fragmentos de tejidos o de 6rganos que se adhieren a una superficie y en la
que proliferan las células de la periferia del explante.

12.1.3. Cultivo celular.

Supone una disgregacion celular ya sea por medios enzimaticos 0 mecanicos. La
suspension celular se puede cultivar como una monocapa adherente o en
suspension en el medio de cultivo. Este tipo de cultivo permite su propagacion,
aumentando notablemente la masa celular del cultivo a lo largo de las
generaciones. Como caracteristica negativa se pierde la heterogeneidad celular de
partida, la poblacién se hace uniforme y homogénea al predominar en el cultivo
aquellos tipos celulares que tienen superior tasa de crecimiento.
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Figura 17. Proceso para el desarrollo in vitro de cultivos celulares. (Segretin, 2009).

Una de las formas de crecimiento in vitro es el cultivo en monocapa. Cuando las células
requieren la adhesidn a un sustrato para crecer y dividirse, el crecimiento se realiza en una
Unica capa celular (monocapa). Esta monocapa crecera hasta alcanzar cerca del 100% de
confluencia (méxima capacidad de cubrimiento de superficie); pasado esta etapa, el
crecimiento se detiene por inhibicidn por contacto y las células pueden comenzar a degenerar,
despegarse y morir. No obstante, algunas variantes de células tumorales son capaces de
“apilarse” y dar lugar a multicapas.

12.2. TIPOS DE CELULAS EMPLEADAS EN NANOTOXICOLOGIA.

Para determinar la toxicologia de las nanoparticulas, es necesario conocer el modo de
exposicion, la via de entrada y los procesos de adsorcion, distribucion y eliminacién de las
nanoparticulas dentro del organismo. (Gélvez, 2010).

De acuerdo con lo anterior se pueden utilizar diferentes tipos de células, dependiendo del
tipo de dafio que se pretenda evaluar. Algunas células humanas que se pueden utilizar en
nanotoxicologia son las células HelLa las cuales son un tipo de células inmortales usadas
en investigacion, son el linaje mas antiguo derivan de una muestra de cancer cérvico-
uterino, asi como ceélulas de higado (Huh-7), cerebro (A-172), estbmago (MKN-1),
pulmon (A-549), y rifidn (HEK293). (Kyung, 2007).

También se pueden utilizar lineas celulares de animales como las células VERO (células
epiteliales de rifion de mono verde Africano) y GH3 (tumor de hipofisis de rata).

12.3. MANTENIMIENTO DE CULTIVOS CELULARES.

Las células se cultivan generalmente en recipientes (cajas Petri, multiplacas, Frascos de
Roux) con un medio de cultivo suplementado y se mantienen a una apropiada temperatura
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y mezcla de gases (habitualmente, 37°C, 5% CO, y 95% O;) en un incubador celular. Las
condiciones de cultivo varian ampliamente para cada tipo celular.

Ademas de la temperatura y la mezcla de gases, el factor mads cominmente variado en los
sistemas de cultivo es el medio de crecimiento. Las recetas para los medios de crecimiento
pueden variar en pH, concentracion de glucosa, factores de crecimiento y la presencia de
otros componentes nutritivos. Los factores de crecimiento usados para suplementar a los
medios derivan a menudo de sangre animal, como el suero bovino. También pueden
afiadirse antibidticos al medio de cultivo, para evitar contaminaciones.

12.4. MANIPULACION DE LAS CELULAS EN CULTIVO.

Al estar generalmente las células en continua division durante el cultivo, es normal que
crezcan hasta ocupar toda el area o volumen disponible. Esto puede generar varios
problemas:

o Agotamiento de los nutrientes del medio

o Acumulacién de células apoptoticas o necroticas

« Inhibicion de la division celular por contacto: los contactos entre células pueden
desencadenar un arresto del ciclo celular

« Diferenciacién celular promiscua provocada por los contactos intercelulares

Estos problemas pueden afrontarse mediante métodos de cultivo celular en esterilidad.
El objetivo de estos métodos es evitar la contaminacién con bacterias o levaduras que
competirian por los nutrientes y/o podrian infectar y asi eliminar las células. Toda
manipulacion se lleva a cabo, tipicamente, en una campana de flujo laminar para evitar
la entrada de microorganismos contaminantes.

Entre las manipulaciones més comunes llevadas a cabo en cultivos celulares, se
encuentran los cambios de medio y el pase de las células.

12.4.1. Cambios de medio

El objetivo de los cambios de medio es renovar los nutrientes y evitar la acumulacion
de productos metabolicos potencialmente toxicos y de células muertas. En el caso de
las suspensiones celulares, las células se separan del medio mediante centrifugacion y
se re-suspenden en medio fresco. En los cultivos adherentes, el medio puede eliminarse
directamente mediante aspiracion y reemplazarse por el fresco.

12.4.2. Pase de las células

El pase de las células supone transferir un pequefio numero de células a un nuevo
recipiente. Las células pueden cultivarse mas tiempo si se pasan regularmente, ya que
asi se evita la senescencia asociada a situaciones prolongadas de alta densidad celular.
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Con cultivos en suspension el pase se hace facilmente, tomando una pequefia cantidad
de cultivo que contenga unas pocas células y diluyéndola en un volumen mayor de
medio fresco. En cultivos adherentes, las células han de ser inicialmente despegadas;
esto se efectia cominmente con una mezcla de tripsina y EDTA. Un pequefio nimero
de las células despegadas pueden sembrarse en un nuevo recipiente con medio de
cultivo fresco.

12.4.3. Almacenamiento de células.

Las células procedentes de cultivos primarios o de lineas celulares establecidas pueden
almacenarse durante largos periodos de tiempo en temperaturas bajo cero. Para ello se
utilizan sistemas criogénicos.

Uno de los métodos de preservacion por tiempo indefinido de células es por medio de
la congelacion en nitrogeno liquido. Los pasos cruciales dependen de adecuadas
velocidades de congelamiento y descongelamiento de las células. Para congelar las
células los protocolos mas exitosos bajan la temperatura lentamente hasta los -70 °C
evitando de esta manera la formacion de cristales intracelulares que pudieran dafiar a
las células. Cuando la temperatura se baja bruscamente la velocidad de formacion de
cristales intracelulares se incrementa y la viabilidad decae en forma considerable. En la
preparacion se incluye, ademas, un agente que limita la cristalizacion, como el dimetil
sulfoxido (DMSO). Para el descongelado en cambio, se incrementa abruptamente la
temperatura para evitar que las células sufran grandes cambios de volumen y estallen.
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13.0BJETIVOS.

13.1. OBJETIVO GENERAL.

e Evaluar la capacidad citotoxica in vitro de diferentes sistemas
nanoparticulados a base SiO,/PECA por medio de las técnicas de MTT,
TBARS y GSH.

13.2. OBJETIVOS PARTICULARES.

¢ Implementar un método de elaboracion de nanoparticulas fabricadas a base de
SiO; y PECA asi como de sistemas nanoparticulados hibridos obtenidos con

ambos compuestos.

e Realizar la caracterizaciéon de los sistemas nanoparticulados obtenidos
mediante microscopia electronica de transmisidn, microscopia electronica de

barrido, estimacidn del potencial Z y la determinacion de tamafio de particula.

e Establecer un disefio experimental para evaluar la citotoxicidad in vitro en la
linea celular VERO, con el fin de evaluar, la viabilidad celular, la estimacion
de especies reactivas de oxigeno (TBARS) y la concentracion de GSH con
objeto de estimar en base al tipo de nanoparticula estudiada si existe una

susceptibilidad especifica significativa.
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14.PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Considerando la variedad de aplicaciones en las Nanociencias y la Nanotecnologia, se han
creado expectativas amplias y el impacto e importancia del progreso en diferentes areas como
la medicina, energia y medio ambiente; han orientado esfuerzos en diversos proyectos de
investigacion en el area de las Ciencias de la Salud. Al respecto, se sugiere que los sistemas
nanoestructurados pudieran comprometer la funcion celular ejerciendo efectos toxicos.
Aunado a esto, las evidencias muestran diferencias fisicoquimicas especificas de los
materiales que conforman a las nanoparticulas comparativamente con su estado inicial. Con
esta necesidad en mente y considerando que en los ultimos afios, el desarrollo de nuevos
sistemas de liberacion de farmacos ha cobrado gran importancia y en muchos de los casos, la
informacion relacionada a su potencial toxico es escasa.

En el presente proyecto se implementd un método de elaboracion de nanoparticulas a partir de
SiO, y PECA, asi como sistemas hibridos obtenidos de su mezcla; una vez caracterizados,
estudiamos la toxicidad in vitro asociada a la exposicion de las nanoparticulas obtenidas.

Un paso de suma importancia en este proyecto es la caracterizacion fisicoquimica de los
sistemas nanoparticulados fabricados ya que con esto se puede tener una idea méas clara de
cdmo es su estructura, forma y tamafio, asi como caracteristicas que puedan hablarnos sobre su
estabilidad y concentracion para estimar quiza si existe alguna asociacion con los efectos
toxicos evaluados.

Con todo lo anterior se pretende demostrar si hay consecuencias al exponer las nanoparticulas
obtenidas y caracterizadas a sistemas experimentales in vitro como lo es la linea celular
VERO derivada de rifién. Actualmente las regulaciones al respecto de estudios en
Nanotoxicologia para algunos casos son escasas 0 se estdn creando. A pesar de esto es
importante estudiar los efectos in vitro e in vivo asociados a la exposicién de nanomateriales y
de nanoestructuras.

En el area es necesario demostrar si los materiales con los que se elaboran estas estructuras
conservan la inocuidad obligada ya que se ha demostrado que sus propiedades fisicoquimicas
pueden ser diferentes una vez fabricados. Esto genera una controversia porque hay cientificos
gue piensan que los materiales usados para fabricar los sistemas nanométricos, no estan en una
cantidad importante como para causar un dafio al organismo y por otra parte hay
investigadores que estan convencidos de que aun en las cantidades usadas, estos sistemas
puedan traer problemas de toxicidad importantes.
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15.MATERIALES Y METODOS

15.1. MATERIALES
15.1.1. Preparacion de nanoparticulas
e Dioxido de silicio (Sigma-Aldrich)
e Tripolifosfato 96.2% (Procter & Gamble Manufactura)
e Etil 2-cianoacrilato (Aldrich)
e Pluronic F-68 (Sigma-Aldrich)
e Acido acético glacial (J.T. Baker)

15.1.2. Cultivos celulares
Buffer de fosfatos
Pen Strep (Penicilin Streptomycin) (GIBCO)
Suero Fetal Bovino (FBS) (GIBCO)
L-Glutamine 200 mM 100X (GIBCO)
Aminoécidos no esenciales MEM (MEM NEAA) (GIBCO)
Advanced DMEM (Dilbecco’s Modified Eagle Medium) 1X (GIBCO)
Para la preparacion de PBS:
o Fosfato de potasio monobasico 99.2% (J. T. Baker)
o Fosfato dibasico de sodio 99-100.5% (J. T. Baker)
o Cloruro de sodio 99.5% (Prod. Quim. Monterrey)
o Cloruro de potasio 100% (J. T Baker)

15.1.3. Ensayo de la reduccion del MTT.
e 2-Propanol >99% (Sigma).
e Detergente bioldgico Nonidet P40 Substitute Biochemika (Fluka).
e MTT (thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide) 97.5% TLC (Sigma).

15.1.4.Ensayo de cuantificacion de especies reactivas al acido tiobarbiturico
(TBARS).
e Acido perclérico (J. T. Baker).

Detergente bioldgico Triton

Malondialdehido (MDA) bis (dimetyl acetal) 99% (Aldrich).

Acido 2-tiobarbiturico >98% (Sigma-Aldrich).

15.1.5. Ensayo de cuantificacion de proteinas totales por el método de Bradford.
e Albumina sérica bovina Molecular Biology Tested (Sigma).
e Protein Assay Dye Reagent Concentrate (BIO RAD).
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15.1.6. Ensayo de cuantificacion de Glutation reducido (GSH).
e Glutation Reducido (Sigma-Aldrich).
¢ Ortoftaldehido (OPT) (Sigma-Aldrich).

15.1.7. Soluciones.

e Medio de cultivo DMEM Advanced GIBCO suplementado con L-Glutamina
0.04M, SFB al 5% y 1% de Antibidtico Streptomicin Penicillium.

e Buffer de Fosfatos pH=7.2- 7.4.

e MTT una concentraciéon de 5 mg/ml

e Solucion de acido clorhidrico al 0.04N con 1% de Nonidet en Alcohol
isopropilico de uso bioldgico

e PBS con 1% de Triton

e Acido Perclérico 0.5M

e Acido Tiobarbitdrico al 0.67%

e Reactivo de Bradford (Protein Assay Dye Reagent Concentrate)

e Stock de Albumina sérica Bovina 1 mg/ml

e Stock de Malondialdehido (MDA) 0.01M

15.1.8. Equipos.

Agitador magnético MRC

e Agitador mecanico Homogenizer Glas-Col Variable Speed Reversible

e Balanza analitica Sartorius BL 120S

e pHmetro OAKTON Ph 510 series pH/mV/°C meter

e Incubadora para cultivos celulares Shel Lab CO; Incubator

e Campana de flujo laminar Industrias Figursa Mod. CFV-90

e Centrifuga Roto-Uni 1l BHG

e Microcentrifuga con control de temperatura Microfuge 22R Centrifuge Beckman
Coulter

e Ultrasonido Ultrasonic Processor Mod. CPX 130 Cole Parmer

e Vortex Vortex-2 Gene Scientific Industries

e Microscopio Electronico de Barrido JEOL Mod. 25SlIlI.

e Microscopio Electronico de Transmision JEM 2010.

e Zetasizer Nanoseries (MALVERN).

e Fluorometro (BIORAD).

e Lector de placa Multiskan Ascent Labsystem.

e Espectrofotometro Varian Cary 100.
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15.1.9. Modelos experimentales.
1. Linea celular VERO ATCC Catalog No. CCL-81™. (Rifion de Mono Verde
Africano).
15.2. METODOS.

15.2.1. Preparacion de nanoparticulas.

Se elaboraron 5 sistemas de nanoparticulas con dos diferentes materiales Dioxido de
silicio (SiOy) y polietilcianocrilato (PECA), al igual que se elabord una solucion
control. La solucidén control y los sistemas de elaboraron como se muestra en la tabla
1.

Tabla 7. Elaboracion de solucién control y sistemas nanoparticulados.
Control | Sistema | Sistema Sistema Sistema 1

Sistema 2

SiO,

PECA

SiO,PECA

PECA/SIO,

PECA/SIO,

ACi:f f‘;/i“m 300ml | 300ml | 300ml | 300ml 300 ml 300 ml

Pluronic F-68 | 1% 1% 1% 1% 1% 1%
Si0, 01% 01% 0.1% 01%
PECA — | 55 525 ul 525 525

15.2.1.1. Preparacion de solucion control.

e Enun vaso de precipitados de 500 ml se adicionan 300 ml de &cido acético al
1% y 3 g. de Pluronic F-68 pesados en balanza analitica, dejar hasta total
hidratacion.

e Una vez hidratado el tensoactivo se mezcla hasta que todo se encuentre
incorporado.

e Lasolucion preparada se deposita en un recipiente de plastico, se etiqueta con
nombre, fecha de elaboracidn y se mantiene en refrigeracion.

15.2.1.2. Preparacion de sistema de nanoparticulas de SiO..

e En un vaso de precipitados de 500 ml se adicionan 300 ml de &cido acético al
1%.

e Pesar en balanza analitica 3 g. de Pluronic F-68 y 0.3 g. de SiOx.

e Adicionar el tensoactivo y dejar hasta total hidratacion.

e Adicionar lentamente y con agitacién 0.3 g. de SiO..
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Agitar con propela durante 1 hora.
La solucion preparada se deposita en un recipiente de plastico, se etiqueta con
nombre, fecha de elaboracion y se mantiene en refrigeracion.

15.2.1.3. Preparacion de sistema de nanoparticulas de PECA.

En un vaso de precipitados de 500 ml se adicionan 300 ml de &cido acético al
1%.

Pesar en balanza analitica 3 g. de Pluronic F-68, adicionarlo y dejar hasta total
hidratacion.

Adicionar lentamente gota por gota y con agitacion 525 ul de PECA, los
cuales se toman con pipeta automatica.

Agitar con propela durante 1 hora.

La solucion preparada se deposita en un recipiente de plastico, se etiqueta con
nombre, fecha de elaboracion y se mantiene en refrigeracion.

15.2.1.4. Preparacion de sistema de nanoparticulas de SiO,/PECA.

En un vaso de precipitados de 500 ml se adicionan 300 ml de acido acético al
1%.

Pesar en balanza analitica 3 g. de Pluronic F-68, adicionarlo y dejar hasta total
hidratacion.

Adicionar lentamente y con agitacion 0.3 g. de SiO..

Agitar con propela durante 30 minutos.

Adicionar lentamente gota por gota y con agitacion 525 ul de PECA, los
cuales se toman con pipeta automatica.

Agitar con propela durante 1 hora.

La solucion preparada se deposita en un recipiente de plastico, se etiqueta con
nombre, fecha de elaboracion y se mantiene en refrigeracion.

15.2.1.5. Preparacion de sistema 1 nanoparticulas de PECA/SIO..

En un vaso de precipitados de 500 ml se adicionan 300 ml de &cido acético al
1%.

Pesar en balanza analitica 3 g. de Pluronic F-68, adicionarlo y dejar hasta total
hidratacion.

Adicionar lentamente gota por gota y con agitacion 525 ul de PECA, los
cuales se toman con pipeta automatica.

Agitar con propela durante 30 minutos.

Adicionar lentamente y con agitacion 0.3 g. de SiO..

Agitar con propela durante 1 hora.
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e Lasolucion preparada se deposita en un recipiente de plastico, se etiqueta con
nombre, fecha de elaboracion y se mantiene en refrigeracion.

15.2.1.6. Preparacion de sistema 2 de nanoparticulas de PECA/SIO,.

e En un vaso de precipitados de 500 ml se adicionan 300 ml de acido acético al
1%.

e Pesar en balanza analitica 3 g. de Pluronic F-68, adicionarlo y dejar hasta total
hidratacion.

e Adicionar lentamente gota por gota y con agitacion 525 ul de PECA, los
cuales se toman con pipeta automatica.

e Adicionar lentamente y con agitacion 0.3 g. de SiO..

e  Agitar con propela durante 1 hora.

e Lasolucidn preparada se deposita en un recipiente de plastico, se etiqueta con
nombre, fecha de elaboracion y se mantiene en refrigeracion.

15.2.2. Preparacion de muestras para caracterizacion de nanoparticulas.
Una vez que se realizaron los diferentes sistemas de nanoparticulas, para el caso
de SEM se fijaron un par de gotas de cada solucién de nanoparticulas, dejandose
secar a temperatura ambiente evitando cualquier contacto con polvo.

Para el caso de TEM se mandd 2 ml de cada solucién al Laboratorio de
Microscopia en la Facultad de Quimica.

Con respecto al tamafio de particula y potencial Z se mandé 2 ml de cada
solucion al laboratorio de Psicofarma S. A. de C. V. donde se realizo las
determinaciones con un equipo Zetasizer.

15.2.3. Acondicionamiento de las nanoparticulas para los cultivos celulares.

Los diferentes sistemas y la solucion control se filtraron por gravedad con papel
filtro, después se filtraron por membranas Whatman de 0.45 um, las cuales se
adaptaron a jeringas de 5 ml para ayudar a pasar las soluciones. Para esterilizar
los sistemas se utilizd un sistema de filtracion el cual funciona a vacio (sistema
esterifil de Millipore figura), previamente a su uso se esterilizé en autoclave. La
solucion control y los sistemas se filtraron por una membrana de nitrato de
celulosa de 0.2 um, todo en condiciones estériles. Estas condiciones se lograron
colocando dos mecheros de bunsen a los lados del sistema de filtracion. Una vez
lleno el contenedor del sistema de filtracion se transfirio la solucion en tubos de
plastico estériles de 50 ml, esto se realizo en la campana de flujo laminar. Los
tubos se sellaron con papel parafilm y se mantuvieron en refrigeracion hasta su
utilizacion.
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Una vez estériles los sistemas y la solucion control se adicionaron en dos dosis a
los cultivos celulares. La dosis alta de 100 pl y la dosis baja de 10 pl.

Figura 18. Sistema de esterilizacion por filtracion.

15.2.4. Calculo del peso de las nanoparticulas de cada sistema.

Se mantuvieron 5 viales limpios en un desecador, los cuales se pesaban
periddicamente hasta que se lleg6 a un peso constante. Una vez que se obtuvo se
adicionaron 3 ml de cada sistema a cada uno de los viales, estos se mantuvieron
en un desecador dentro de una incubadora, una vez que se evaporo el liquido se
pesaron diariamente hasta que el peso se mantuvo constante. Para obtener el peso
de las nanoparticulas de cada sistema se realizo la resta del peso final menos el
peso inicial de cada vial.

15.2.5. Mantenimiento de los cultivos celulares.
Se sembraron células VERO en suspension en cajas Petri a las cuales se les
afiadié6 medio Advanced DMEM suplementado al 5 % con suero fetal bovino
(Invitrogen), 1 % de penicilina-estreptomicina y 1 % de glutamina. Después de
aproximadamente 48 horas de incubacion se llegd a un estado de confluencia y
posteriormente fueron tripsinizadas para recuperar las células y realizar
subcultivos en placas de pozos. Las condiciones de incubacion fueron a 37° C,
5% de ambiente de CO, y 90 % de humedad relativa en completa esterilidad. La
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exposicion a las nanoparticulas se realizé cuando las células llegaron a estado de
confluencia en las placas de 6 0 12 pozos, las placas que contienen las células se
colocaron en una campana de flujo laminar para mantener estériles los cultivos,
una vez marcados los pozos para dosis alta y dosis baja se adicionaron a cada uno
los sistemas; ya con las nanoparticulas se incubaron de nuevo las placas bajo las
mismas condiciones de crecimiento y dependiendo la prueba fue el tiempo de
exposicion.

15.2.6. Ensayo de viabilidad celular reduccion del MTT

Este ensayo se realizo en placas de 12 pozos, cada pozo contiene las células las cuales
deben de estar en un 90-95 % de confluencia. La exposicion a las nanoparticulas se
realiza por duplicado de cada sistema, a las 2 horas de haber agregado las
nanoparticulas se adiciono a cada pozo 10 ul de MTT y se siguio incubando por 4
horas mas a 37° C. Al termino de este tiempo se agregd 1ml de alcohol isopropilico
(HCI 4mM, Nonident 0.1 %) y se agitaron las placas a 150 rpm/10min con el fin de
extraer el azul de formazan. La lectura se realizd en un espectrofotdbmetro a una
A=590 nm.

Para calcular el porcentaje de viabilidad celular se utiliz6 la formula:

Lo (Abs de la muestra)
% de Viabilidad = (Abs del blanco) X 100

15.2.7.Ensayo de cuantificacion de especies reactivas al &cido tiobarbiturico
(TBARS).

Se realiz6 en placas de 6 pozos, cada pozo contiene las células las cuales deben de
estar en un 90-95 % de confluencia. Una vez que fueron agregadas las nanoparticulas
el tiempo de exposicion fue 6 horas, pasado el tiempo se cosecharon las células, se
retird el medio de cada pozo y se lavo 2 veces con PBS frio; se agregd 1 ml de PBS y
se rasuro cada pozo con el fin de desprender la monocapa de células. La suspension
celular se colocd en tubos eppendorf, se centrifugo para retirar el sobrenadante y el
botén se re suspendié con 200 ul de PBS 1X pH=7.4. Posteriormente se sonico y
centrifugo, del sobrenadante se tomaron 20ul para determinacion de proteinas totales.

En un tubo eppendorf se colocaron 180ul del mismo sobrenadante y se agregaron
180ul de acido perclorico 2.5 % se dejé incubando 10 minutos a temperatura
ambiente, se centrifugo y el sobrenadante se colocé en otro tubo adicionandole 360 pl
de &cido tiobarbitarico 0.67 %, los cuales se incubaron a 90° C/30min. La lectura se
realizd en microplaca a 540 nm.
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Para la determinacion de TBARS vy proteinas totales, se realizé curvas de calibracion.
Para el caso de TBARS se utilizd6 un stock de Malonaldehido (MDA) y para la
determinacion de proteinas totales se utilizd un stock de albumina sérica bovina
(BSA). Con estas curvas se logré6 obtener los resultados expresados en
mmol de TBARS / mg de proteinas totales en las células.

Curva de calibracion de Acido Tiobarbitdrico.

El stock utilizado para esta curva fue de Malonaldehido (MDA) preparandose a una
concentracion 0.01 M el cual se protegio de la luz. De la solucidn stock se realiz6 una
dilucion 1/10000 (25 ul en 250 ml de agua desionizada). La curva de calibracion se
preparo6 por duplicado como se muestra en la tabla 8.

Tabla 8. Curva de calibraciéon de MDA

Tubo plde MDA | ulde H20 pl de TBA

1 0 250 250
2 3 247 250
3 5 245 250
4 10 240 250
5 30 220 250
6 50 200 250
7 70 180 250
8 100 150 250
9 150 100 250
10 180 70 250
11 200 50 250
12 250 0 250

Después de haber preparado cada tubo se dejaron incubando a 90°C/30 min. La lectura
se realiz6 en microplaca a 540 nm.

15.2.8. Cuantificacion de proteinas totales por el método de Bradford.

A los 20 ul que se separaron de cada muestra de TBARS se les adiciono 180 ul de
PBS. La lectura se realizd en microplaca donde en cada pozo se adicionaron 40 ul de
muestra y 160 ul de reactivo de Bradford (1:4), se dejo incubando a temperatura
ambiente durante 15 minutos, lectura a 620 nm.
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Curva de calibracion para proteinas totales.

Para la curva de calibracion se prepard un stock de Albumina sérica bovina (BSA) a
una concentracion de 1 mg/ml. Los sistemas para realizar la curva se prepararon por
duplicado y como se muestra en la tabla 9.

Tabla 9. Curva de calibracion de BSA

Tubo \ BSA (ul) PBS (ul)
1 0 1000
2 10 990
3 20 980
4 40 960
5 60 940
6 80 920
7 100 900
8 120 882

Después de preparar los sistemas se adicionaron 40 ul de cada sistema y 160 ul de
reactivo de Bradford, se dejo incubando a temperatura ambiente durante 15 minutos y
la lectura se realiz6 a 620 nm.

15.2.9. Ensayo de cuantificacion de Glutation reducido (GSH).

Se realiz6 en placas de 6 pozos, cada pozo contiene las células las cuales deben de
estar en un 90-95 % de confluencia. Una vez que fueron agregadas las nanoparticulas
el tiempo de exposicion fue 6 horas, pasado el tiempo se cosecharon las células, se
retir6 el medio de cada pozo y se lavo 2 veces con PBS frio; se agregd 1 ml de PBS y
se rasuro cada pozo con el fin de desprender la monocapa de células. La suspensién
celular se colocd en tubos eppendorf, se centrifugo para retirar el sobrenadante y el
boton se re suspendié con 200 ul de PBS 1X pH=7.4. Posteriormente se sonico y
centrifugo, del sobrenadante se tomaron 20 ul para determinacion de proteinas totales.

En un tubo eppendorf se colocaron 180 ul del mismo sobrenadante y se agregaron
180 pl de &cido perclorico 2.5 % se dejo incubando 10 minutos a temperatura
ambiente, se centrifugo para tomar 200 ul de sobrenadante de cada muestra y se
colocaron en tubos eppendor color ambar. A cada tubo se adicionaron 700 ul de PBS
con EDTA manteniéndose en hielo, en oscuridad total a cada muestra se le adicion6
100 pl de OPT al 1 % se homogenizo y dejo reaccionar durante 15 minutos a
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temperatura ambiente. Las lecturas se realizaron en “Gain Bajo” llevandose a cero las
unidades de fluorescencia con una blanco (900 ul PBS/EDTA + 100 ul de OPT 1 %)
antes de realizar las lecturas. Con la curva de calibracion de GSH y la cuantificacion de
proteinas totales se obtuvieron los resultados expresados en mmol de GSH / mg de
proteinas totales en células.

Curva de calibracién de GSH.

Para la curva de calibracion se prepar6 un stock de GSH a una concentracion de
50 mM. Los sistemas para la curva se realizaron por duplicado y se prepararon como se
muestra en la tabla 10.

Tabla 10. Curva de calibraciéon de GSH.

Tubo \ pl GSH plde OPT  plde PBS
1 15 100 885
2 30 100 870
3 45 100 855
4 60 100 840
5 75 100 825

La curva se prepard bajo las mismas condiciones que las muestras y la lectura se
realizo en “Gain Bajo”.

16.ANALISIS ESTADISTICO.

Para el andlisis estadistico de cada prueba se realizd 3 repeticiones por duplicado de cada
sistema, los graficos muestran los datos promedios y el error estandar de la media para cada
muestra, todos se compararon con un control negativo el cual eran Gnicamente las células sin
ningun tratamiento. El andlisis estadistico que se realiz6 es “Comparacion Multiple de Medias
de Tukey” al 95 % de confianza en el programa “OriginPro8” con el cual se puede conocer si
hay diferencias significativas entre las pruebas.
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17.RESULTADOS Y ANALISIS.

17.1. CARACTERIZACION.
17.1.1. Tamafo de Particula y Potencial Z.

En la tabla 11 se muestran los resultados de tamafio de particula usando distribucién por
volumen y potencial Z de cada sistema de nanoparticulas. En cuanto al tamafio de particula
en la tabla 11 los sistemas muestran un tamafio similar entre los 4.5-5.5 nm, esta similitud
puede deberse al método de elaboracion y a que todos los sistemas se hicieron pasar por
una membrana para su filtracion. Es de gran utilidad conocer el tamafio de particula ya que
al tener tamafios muy pequefios puede existir la posibilidad de que puedan atravesar la
membrana celular por la similitud en tamafio a proteinas y anticuerpos. Sin embargo,
algunos estudios recientes han demostrado que debido a su tamafio, las nanoparticulas no
entran libremente a todos los sistemas bioldgicos, si no que para lograrlo dependen de las
moléculas funcionales adicionadas a sus superficies.

Para el caso del potencial Z los valores para los sistemas SiO; y Sistema 1 PECA/SiO, son
mas altos que los demaés sistemas, lo cual nos indica que tienen una mayor estabilidad,
mientras que los demas sistemas son negativos y muy cercanos a cero, lo que puede
indicar que las nanoparticulas posiblemente muestran un comportamiento de aglomeracion
y tengan una mala estabilidad, de acuerdo a la tabla 2. La agregacion de las particulas es
menor en aquellas que tienen un Potencial Z alto ya sea negativo o positivo, debido a la
repulsion eléctrica. Sin embargo, esta regla no puede aplicarse estrictamente a los sistemas
gue contienen estabilizantes, ya que la adsorcion de los estabilizantes disminuira el
potencial Z debido al cambio en la superficie de la nanoparticula (Mohanraj, 2006).

Tabla 11. Resultados de nanocaracterizacion.

Nanoparticulas Potencial Z (mV) Tamafio de Particula (nm)
Sistema SiO, 20.4 4.597
Sistema PECA -4.27 5.012
Sistema SiO2/PECA -6.39 5.012
Sistema 1 PECA/SIO, 15.40 4.788
Sistema 2 PECA/SIO, -2.14 5.526

17.1.2. Microscopia Electronica de Transmision (TEM).
Las siguientes imagenes corresponden a las muestras obtenidas en Microscopio
Electrénico de Transmision de cada sistema de nanoparticulas.
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En la figuras 19, 20 y 21 se observa que las nanoparticulas presentan una estructura
esférica y se encuentran un poco dispersas, mientras que en la figura 22 se observa una
aglomeracion en las nanoparticulas.

Figura 19. Micrografia de las nanoparticulas del Sistema SiO, obtenida por TEM.

Figura 20. Micrografia de las nanoparticulas del Sistema PECA obtenida por TEM.
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Figura 21. Micrografia de las nanoparticulas del Sistema SiO,/PECA obtenida por TEM.

Figura 22. Micrografia de las nanoparticulas del Sistema PECA/SiO2 obtenida por TEM.

17.1.3. Microscopia Electronica de Barrido (SEM).

Las imagenes que se muestran en la parte inferior fueron obtenidas en microscopio
electronico de barrido (SEM) de todos los sistemas de nanoparticulas fabricadas. Estas
micrografias revelan una imagen tridimensional de las nanoparticulas elaboradas,
pudiéndose observar mas a fondo la superficie que presentan.
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Para el caso de las figuras 23 y 25 la forma que presentan las nanoparticulas es un poco
mas esférica a comparacion de las figuras 24 y 26 las cuales presentan una forma mas
irregular.

Figura 24. Micrografia de las nanoparticulas del Sistema PECA obtenida por SEM.
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Figura 25. Micografl’a de las nanoparticulas del Sistema SiO,/PECA obtenida por SEM.

Figura 26. Micrografia de las nanoparticulas del Sistema PECA/SiO, obtenida por SEM.

17.1.4. Cantidad de nanoparticulas de cada sistema.

En la tabla 12 se puede apreciar el total de nanoparticulas contenidas en cada sistema,
al igual que la cantidad que se adiciond de acuerdo a las dosis (10 y 100 ul) que se
manejaron durante el proceso de experimentacion. Es de suma importancia conocer
estos datos ya que podemos tener una idea de la cantidad de nanoparticulas que
adicionamos a los medios de cultivos en las diferentes pruebas de citotoxicidad. De
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acuerdo a los datos reportados en la tabla se adiciond mas cantidad de nanoparticulas
del sistema 1 PECA/SIO, y en menor cantidad las del sistema PECA.

Tabla 12. Cantidad de nanoparticulas de cada sistema elaborado.

. Dosis baja 10pl Dosis alta 100 pl
mg de nanoparticulas/ml i i
(mg nanoparticulas) | (mg nanoparticulas)
Sistema SiO, 5.6167 0.0562 0.5617
Sistema PECA 4.8500 0.0485 0.4850
Sistema SiO,/PECA 5.7333 0.0573 0.5733
Sistema 1 PECA/SIO, 9.0500 0.0905 0.9050
Sistema 2 PECA/SIO, 6.8000 0.0680 0.6800

17.2. CITOTOXICIDAD.
17.2.1. Viabilidad Celular (MTT).

El ensayo MTT es de gran utilidad para evaluar la citotoxicidad de los materiales, tiene
como propdsito conocer la capacidad metabdlica mitocondrial de las células control y
expuestas, se realizd mediante el ensayo de reduccion metab6lica del MTT que lleva a
cabo la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa a formazan.

La capacidad de las células para reducir al MTT es un indicador de la integridad de las
mitocondrias y su actividad funcional es interpretada como una medida de la viabilidad
celular.

En los gréficos 1-5 se muestran los resultados para la prueba de viabilidad celular
donde no se encontro diferencia significativa, se puede observar claramente el efecto
dosis-respuesta donde a mayor cantidad de nanoparticulas agregadas mayor fue el
compromiso celular y la viabilidad de las células fue menor.
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Gréfico 1. Efecto Dosis-Respuesta del sistema de nanoparticulas de SiO, para porcentaje de viabilidad

en células VERO.
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Grafico 2. Efecto Dosis-Respuesta del sistema de nanoparticulas de PECA para porcentaje de

viabilidad de células VERO.
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Gréfico 3. Efecto Dosis-Respuesta del sistema de nanoparticulas de SiO,/PECA para porcentaje de

viabilidad en células VERO.
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Grafico 4. Efecto Dosis-Respuesta del sistema 1 de nanoparticulas de PECA/SiO, para porcentaje de

viabilidad en células VERO.
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Gréfico 5. Efecto Dosis-Respuesta del sistema 2 de nanoparticulas de PECA/SIO, para porcentaje de
viabilidad en células VERO.

Los resultados del gréfico 6 muestran que para el caso de las dosis bajas evaluadas
para cada sistema, las células en todos los casos se consideran viables ya que se tienen
valores por encima del 70 %, con excepcion del sistema de nanoparticulas PECA
donde tuvo un valor ligeramente por debajo a el 70 %; la comparacién se realizd con
respecto a un control negativo (sin exposicion a nanoparticulas).

En cuanto a las dosis altas para todos los sistemas de nanoparticulas evaluados, y que
se muestran en el grafico 7, podemos observar que la viabilidad celular si se vio
afectada con la cantidad de nanoparticulas agregadas en cada caso, ya que se tienen
valores por debajo del 70 %, siendo el sistema PECA el que presentd mayor
proporcién de células no viables; sélo el sistema hibrido SiO,/PECA tuvo un valor por
encima del 70 % por lo que se puede considerar que las células se encontraban viables.

Con lo anterior se puede decir que el sistema PECA present6 un mayor efecto en el que

se comprometio de manera significativa la viabilidad celular tanto a dosis alta como a
dosis baja evaluada, comparativamente con un control negativo.
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Gréfico 6. Comparacién de porcentaje de viabilidad celular entre los diferentes sistemas y controles a

dosis baja en células VERO.
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Grafico 7. Comparacion de porcentaje de viabilidad celular entre los diferentes sistemas y controles a

dosis alta en células VERO.
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17.2.2. Especies Reactivas al Acido Tiobarbittrico (TBARS).

El incremento en el estrés oxidativo es un desbalance entre la produccién y eliminacion
de las especies reactivas de oxigeno, que conducen a un aumento en la concentracion
de radicales libres y en consecuencia al incremento en el dafio celular. (Gallardo,
2007).

Las células poseen varios tipos de mecanismos antioxidantes, los cuales evitan o
minimizan el dafio provocado por los radicales libres. El estrés oxidativo se caracteriza
principalmente por el dafio a los acidos grasos poliinsaturados de las membranas
celulares. Cuando los radicales libres reaccionan con ellos, se produce un metabolito
final conocido como malondialdehido (MDA), (Gutiérrez, 2008); de tal manera que la
concentracion sérica de MDA es proporcional a los acidos grasos poliinsaturados
oxidados y, por lo tanto, un buen indicador de peroxidacién lipidica celular (Montoya,
2008).

Para la medicion de la concentracion de peroxidacion lipidica en células se utilizo el
método del &cido tiobarbiturico (TBA), como se observa en los graficos 8-12 hay una
relacion dosis-respuesta significativa, es decir, con el aumento de la dosis de cada
sistema de nanoparticulas se incrementa la concentracion de TBARS. Para el caso de
las dosis altas de todos los sistemas incluyendo el control (medio de dispersién de las
nanoparticulas) se observéd que si hay diferencia estadistica significativa con respecto
al control negativo (células sin exposicion).

SISTEMA SiO,

2.40E-07

Totales

2.00E-07 &3

~

Inas

1.60E-07 { —
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1.20E-07 ——  HDOSIS BAJA

x| DOSIS ALTA

8.00E-08 —

mmol TBARS/mg de Prote

4.00E-08 - I

0.00E+00 -

Gréfico 8. Efecto Dosis-Respuesta del sistema de nanoparticulas de SiO, para la induccion de TBARS
en células VERO. Las barras marcadas con * muestran diferencias significativas con respecto al
control negativo p<0.05%.
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Gréfico 9. Efecto Dosis-Respuesta del sistema de nanoparticulas de PECA para la induccién de

TBARS en células VERO. Las barras marcadas con * muestran diferencias significativas con respecto

al control negativo p<0.05%.
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Grafico 10. Efecto Dosis-Respuesta de sistema de nanoparticulas de SiO,/PECA para la induccién de
TBARS en células VERO. Las barras marcadas con * muestran diferencias significativas con respecto

al control negativo p<0.05%.
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Gréfico 11. Efecto Dosis-Respuesta del sistema 1 de nanoparticulas de PECA/SIO, para la induccion

de TBARS en células VERO. Las barras marcadas con * muestran diferencias significativas con

respecto al control negativo p<0.05%.
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Grafico 12. Efecto Dosis-Respuesta del sistema 2 de nanoparticulas de PECA/SiO, para la induccion

de TBARS en células VERO. Las barras marcadas con * muestran diferencias significativas con

respecto al control negativo p<0.05%.
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En el gréafico 13 se muestra la comparacion entre los sistemas en estudio a dosis baja,
se puede observar que los sistemas SiO, y PECA presentaron un valor mayor de
TBARS que los sistemas hibridos de estos mismos materiales, comparando el control
es similar al control negativo, los que nos indica que la exposicién a las nanoparticulas
de los sistemas elaborados puede estar asociada al incremento en la cantidad de
especies reactivas al acido tiobarbitarico y que este incremento puede comprometer la
funcionalidad membranal.

En el grafico 14 donde la dosis de nanoparticulas incremento 10 veces se puede
observar que la cantidad de TBARS aumento considerablemente en todos los sistemas,
incluyendo el control que en comparacion a la dosis baja donde era similar al control
negativo. El sistema que presentd una mayor cantidad de TBARS, por lo tanto mayor
cantidad de radicales libres es el sistema PECA. El estrés oxidativo asociado a la
exposicion de las nanoparticulas en la maxima dosis evaluada es muy severo de
acuerdo a la concentracion de TBARS que presentan los sistemas, en comparacion al
control negativo. Se puede suponer que la cantidad de nanoparticulas agregadas y sus
propiedades fisicoquimicas que presentan pueden ser los factores que afectan en este
caso la integridad de la membrana celular, recordando que la membrana es la barrera
de proteccion de la célula y es de vital importancia para su proliferacion.

Comparando los graficos de dosis baja y alta a las cuales se expusieron las células
VERO, los sistemas unicos de SiO, y PECA causaron una mayor produccién de
radicales libres, a diferencia de los sistemas hibridos los cuales se observa una menor
concentracion de TBARS, por lo tanto una menor peroxidacion lipidica.

Algunos investigadores suponen que el tamafio de las nanoparticulas puede ser un

factor importante ya que al ser tan pequefias pueden atravesar la membrana celular sin
modificar su estructura produciendo un mayor cantidad de radicales libres.
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Grafico 13. Comparacion de la cantidad de TBARS entre los diferentes sistemas y controles a dosis

baja en células VERO.
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Grafico 14. Comparacion de la cantidad de TBARS entre los diferentes sistemas y controles a dosis
alta en células VERO. Las barras marcadas con * muestran diferencias significativas con respecto al

control negativo p<0.05%.
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17.2.3. Glutation Reducido (GSH).

En respuesta al estrés celular asociado con un incremento en las especies reactivas de
oxigeno (ERO), las células requieren generar y mantener defensas antioxidantes de
manera optima e incrementarlas idealmente, acorde al tamafio de la agresion Se ha
demostrado que el organismo posee humerosos mecanismos que limitan la produccion
de ROS.

Los antioxidantes constituyen un eje de proteccion ante la produccion de especies
reactivas, éstas incluyen las de tipo enzimatico y las no enzimaéticas; el Glutation en su
forma reducida es un tipo de defensa no enzimatica, y es la principal defensa ante el
dafio oxidante. (Martinez, 2011).

Esto es importante ya que los resultados muestran que la capacidad de las
nanoparticulas por inducir un incremento dosis-respuesta en la cantidad de TBARS,
también se presenta para el GSH (graficos 15-19). Lo que sugiere que el incremento
en la produccion de radicales libres en las células expuestas pone en marcha los
mecanismos de sintesis de GSH para disminuir el estrés oxidativo.

SISTEMA SiO,

1.40E-05

1.20E-05

1.00E-05 { -

8.00E-06 | HCONTROL NEGATIVO

H DOSIS BAJA
6.00E-06
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4.00E-06

mmol GSH/mg de proteinas Totales

2.00E-06

0.00E+00 -

Gréfico 15. Efecto Dosis-Respuesta del sistema de nanoparticulas de SiO, para GSH en células VERO.
Las barras marcadas con * muestran diferencias significativas con respecto al control negativo
p<0.05%.
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Gréfico 16. Efecto Dosis-Respuesta del sistema de nanoparticulas de PECA para GSH en células

VERO. Las barras marcadas con * muestran diferencia significativas con respecto al control negativo

p<0.05%.
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Gréfico 17. Efecto Dosis-Respuesta del sistema de nanoparticulas de SiO,/PECA para GSH en células
VERQO. Las barras marcadas con * muestran diferencias significativas con respecto al control negativo

p<0.05%.
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Gréfico 18. Efecto Dosis-Respuesta del sistema 1 de nanoparticulas de PECA/SIO, para GSH en

células VERO. Las barras marcadas con * muestran diferencias significativas con respecto al control

negativo p<0.05%.
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Gréfico 19. Efecto Dosis-Respuesta del sistema 2 de nanoparticulas de PECA/SiO, para GSH en

células VERO. Las barras marcadas con * muestran diferencias significativas con respecto al control

negativo p<0.05%.
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En los gréficos 20 y 21 se muestran comparativamente las estimaciones de GSH en
dosis altas y bajas. En el grafico 20 se pueden apreciar los niveles de GSH en las dosis
bajas de los sistemas en estudio en donde a comparacion con el control negativo y
control (medio de dispersion de las nanoparticulas) hay un aumento en la produccion
de Glutation. Esto confirma que la exposicion a las nanoparticulas si genera un dafio y
por lo tanto una respuesta antioxidante, siendo los sistemas Unicos los que presentan
una mayor concentracion de Glutation, asi como diferencia estadistica significativa, en
comparacion con los sistemas hibridos.

Para el caso del gréfico 21 donde la dosis empleada de nanoparticulas aumento, el dafio
es mucho mayor en todos los sistemas con exposicién a nanoparticulas incluyendo el
control. Estos resultados correlacionan con los observados en las evaluaciones de
TBARS. El sistema PECA presentd una induccion mayor de Glutation en ambas dosis

evaluadas.
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g L1.20E:05
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£ '
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Grafico 20. Comparacion de la cantidad de GSH entre los diferentes sistemas y controles a dosis baja
en células VERO. Las barras marcadas con * muestran diferencias significativas con respecto al
control negativo p<0.05%.
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Gréfico 21. Comparacion de la cantidad de GHS entre los diferentes sistemas y controles a dosis alta

en células VERO. Las barras marcadas con * muestran diferencias significativas con respecto al

control negativo p<0.05%.
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18.CONCLUSIONES.

Se evaluo la capacidad citotoxica in vitro asociada al estrés oxidativo mediante la prueba de
estimacion de especies reactivas de oxigeno al acido tiobarbitdrico (TBARS) y cuantificacion
de Glutation reducido intracelular (GSH) después de la exposicion aguda a diferentes sistemas
nanoparticulados fabricados a base de Didxido de Silicio (SiO;) y Polietilcianoacrilato
(PECA), asi como de los sistemas hibridos obtenidos con ambos compuestos.

Se implementd un método para la elaboracion de nanoparticulas consiguiéndose 5 sistemas, 2
sistemas unicos (SiO, y PECA) y 3 sistemas hibridos obtenidos de la mezcla de ambos

compuestos, bajo condiciones de concentracion, adicion y agitacion especificas.

Se realiz6 la caracterizacion de los sistemas nanoparticulados obtenidos mediante microscopia
electronica de transmision y microscopia electronica de barrido, los cuales nos sirvieron para
poder observar la morfologia, la superficie y el tamafio que presentan las nanoparticulas.
También se determind el potencial Z que nos indica la estabilidad de los sistemas elaborados,
en este caso encontrandose con mayor estabilidad los sistemas SiO; y sistema 1 PECA/SIO..
El tamafio de particula se determind por la técnica de DLS encontrandose tamafios en un rango
de 4-6 nm.

Se logro establecer un disefio experimental para evaluar la citotoxicidad in vitro en la linea
celular VERO, evaluandose la viabilidad celular (MTT), estimacion de TBARS vy la
concentracion de GSH, encontrandose que para el caso de viabilidad celular a dosis alta hay
una disminucién significativa respecto al control negativo, mientras que a dosis bajas se
mantienen las células aun viables. Existe una correlacion significativa entre la cantidad de
TBARS y la concentracion de GSH que presentaron las células expuestas a diferentes dosis de

nanoparticulas.

Los sistemas Unicos preparados a base de SiO, y PECA fueron los que generaron una
toxicidad mayor (p<0.05% comparacién multiple de medias Tukey) y esa toxicidad parece
estar asociada al estrés oxidativo. En comparacion a estos sistemas los sistemas hibridos

indujeron un menor dafio
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19.PERSPECTIVAS

Este proyecto deja muchas interrogantes ya que solo es un pequefia parte de todo las pruebas
que se deben de realizar para determinar si un compuesto, en este caso las nanoparticulas se
consideran citotoxicos o0 genotoxicos. Se podria sugerir realizar més estudios sobre
citotoxicidad y genotoxicidad tal vez modificando las dosis, lineas celulares o realizar una
correlacion in vitro-in vivo para poder decir si las nanoparticulas fabricadas son realmente

toxicas.

De ahi la importancia de evaluar la toxicidad de estos sistemas para empezar a discriminar
cuales seran nocivos Yy cuales no, asi como las caracteristicas que les confieren dicha toxicidad

y mediante la modificacion de éstas atenuar el dafio toxico sobre sistemas bioldgicos.
Todo lo anterior con el fin de tener la seguridad de utilizar las nanoparticulas para el desarrollo

de nuevos sistemas en el campo biomédico y biotecnologico que ayuden principalmente al

diagnostico y tratamiento de enfermedades.
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20.Anexo. Graficos obtenidos de la Caracterizacion

Particula y Potencial Z.

1. Sistema SiO..

del Tamafo de

Results
Diam. (nm) % Volume Width (nm)
Z-Average (d.nm): 6482 Peak 1: 4.597 100.0 1.398
Pdi: 0.287 Peak 2: 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0769 Peak 3: 0.000 0.0 0.000
Result quality : Sood
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Distribucién del tamafio de particula por volumen sistema SiO..
Results
Mean (mV) Area (%) Width (mV)
Zeta Potential (mV): -0.480 Peak 1: 204 533 10.5
Zeta Deviation (mV): 100 Peak 2: 53.5 13.2 9.45
-26.2 4.7 T3

Conductivity (mS/cm): 0.707 Peak 3:
Result quality : POOR - See result quality report
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Potencial Z obtenido de sistema SiO,.
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2. Sistema PECA.

Results
Diam. (nm) % Volume Width (nm)
Z-Average (d.nm): 63.95 Peak 1: 104.1 0.1 46.89
Pdl: 0.639 Peak 2: 5.012 99.9 1.016
Intercept: 0.889 Peak 3: 0.000 0.0 0.000
Result quality ©: pOOR - see result quality report
Size Distribution by Wolume
£ T DTt vt
20 P T o b :
£ | .
@ B
E T ( :
5 | .
] . f | . .
LI EEEEEIEREEE Y R ol SEELRELRLCES e
0 ; et - i i
0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nmy)
| Record 13: Control peca 2 1]
Distribucién del tamafio de particula por volumen sistema PECA.
Results
Mean (mV) Area (%) Width (mV)
Zeta Potential (mV): -4.27 Peak 1: -4.27 100.0 6.44
Zeta Deviation (mV): 6.44 Peak 2: 0.00 0.0 0.00
Conductivity (mS/em): 0.693 Peak 3: 0.00 0.0 0.00
Result quality :
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Potencial Z obtenido de sistema PECA.
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Sistema SiO,/PECA.

Results
Diam. (nm) % Volume Width (nm)
Z-Average (d.nm): 1982 Peak 1: 298.1 0.1 114.8
Pdl: 0.352 Peak 2: 5012 99.9 0.8650
Intercept: 0.930 Peak 3: 0.000 0.0 0.000
Result quality ©: pOOR - see result quality report
Size Distribution by Volume
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Distribucién del tamafio de particula por volumen sistema SiO,/PECA.
Results
Mean (mV) Area (%) Width (mV)
Zeta Potential (mV): -6.39 Peak 1: -6.39 100.0 477
Zeta Deviation (mV): 4.77 Peak 2: 0.00 0.0 0.00
Peak 3: 0.00 0.0 0.00

Conductivity (mSicm): 0.681
Result quality :
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Potencial Z obtenido de sistema SiO,/PECA.
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Sistema 1 PECA/SIO..
Results
Diam. (nm) % Volume Width (nm)
Z-Average (d.nm): 9.519 Peak 1: 4.788 100.0 1.290
Pdl: 0.326 Peak 2: 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0.724 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality :

POOR - see result quality report
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Distribucién del tamafio de particula por volumen sistema 1 PECA/SIO..

Results

Result quality :

Mean (mV) Area (%) Width (mV)
Zeta Potential (mV): -0.766 Peak 1: 154 785 15.6
Zeta Deviation (mV): 76.7 Peak 2: -47.3 3.4 65.88
Conductivity (mS/cm): 0.763 Peak 3: 90.7 29 7.26

POOR - See result quality report
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5. Sistema 2 PECA/SIO..

esults
Diam. (nm) % Intensity Width (nm)
Z-Average (d.nm): 10.36 Peak 1: 5.526 60.8 1.250
Pdl: 0.496 Peak 2: 2599 376 1045
Intercept: 0.778 Peak 3: 4753 1.6 7496
Result quality : POOR - see result quality report
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Distribucion del tamafio de particula por volumen sistema 2 PECA/SiO..
Results
Mean (mV) Area (%) Width (mV)
Zeta Potential (mV): -2.14 Peak 1: -2.14 100.0 4.53
Zeta Deviation (mV): 4.53 Peak 2: 0.00 0.0 0.00
Conductivity (mS/iem): 0.730 Peak 3: 0.00 0.0 0.00
Result quality : POOR - See result quality report
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