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2.1 Nanotecnologia

La nanotecnologia es el estudio, disefio, creacion, sintesis, manipulacion y
aplicacion de materiales, aparatos y sistemas funcionales a través del control de la
materia a nanoescala, y la explotacion de fendmenos y propiedades de la materia
a nanoescala. Cuando se manipula la materia a la escala tan minUscula de atomos
y moléculas, demuestra fendmenos y propiedades totalmente nuevas. Por lo tanto,
cientificos utilizan la nanotecnologia para crear materiales, aparatos y sistemas
novedosos de poco costo con propiedades Unicas. La revolucion nanotecnoldgica,
se asocia, por una parte, a la "fabricacion molecular" cuya viabilidad tendria un
impacto enorme en nuestras vidas, en la economia y en la sociedad en general en
un futuro no muy lejano. Entre los efectos, destacan su potencial impacto en la
medicina, la biologia, el medioambiente, la informatica, la construccién, etcétera.
Los progresos “mas cuestionados” en materia de nanorobots y autoreproduccion
son objeto de polémica entre los expertos. Lo que no cabe duda es que la
revolucion ha comenzado. Y también el debate sobre sus beneficios y riesgos.
(Barreto, 2011)

Figura 1 Escala Comparativa del tamafio de las nanoparticulas

(https://www.nanosonic.com/29/nanocomposites)
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La nanotecnologia es un campo inherentemente interdisciplinario y emergente en
el cual se conjuntan la fisica, la biologia, la quimica, la ingenieria y las ciencias
sociales. Su objetivo es entender, caracterizar, manipular y explotar las
caracteristicas fisicas de la materia a la nanoescala, para generar innovaciones
tecnoldgicas teniendo en consideracion su impacto social y ambiental. Se trata de
una tecnologia clave que constituye una de las areas que aportara mayor
desarrollo al siglo XXI al originar aplicaciones basadas en los fendmenos que
suceden a escalas atomicas (1 nandémetro es 1 millonésimo de milimetro). Se
habla de que esta tecnologia sera el detonante de una nueva revolucion industrial
ya que las posibilidades de creaciéon de nuevos materiales y dispositivos a partir
de atomos y moléculas parecen ilimitadas. Segun un documento de la National
Science Foundation de los Estados Unidos, la nanotecnologia detonara un nuevo
desarrollo tecnolégico a nivel mundial equiparable a la revolucion industrial del
siglo XVIII. (CNyN-UNAM, 2010).

2.2 Tipos de Nanoparticulas

Las Nanoparticulas (NP), son particulas mas grandes que los que los atomos y
moléculas, no obedecen a la quimica cuantica, ni a las leyes de la fisica clasica,
poseyendo caracteristicas propias. No existe una definicién Unica de NP aunque la
mayoria de autores piensan que son porciones de materia diferenciadas del medio
donde se encuentran y cuya longitud, al menos en una de sus dimensiones esta
entre 1 y 100 nandmetros. Se producen de forma natural en caso de incendios
forestales, erupciones volcanicas, etcétera, pero debido al desarrollo industrial y a
su uso en muchos procesos industriales se ha tomado conciencia de la exposicién

tanto del hombre como el medio ambiente.

Una de las caracteristicas de las NP es que la relacion entre el nimero de atomos
superficiales y el tamafio de la particula es de caracter exponencial. Por ello
poseen propiedades relacionadas con la superficie, como las eléctricas,
mecanicas, magnéticas, épticas o quimicas son diferentes a las de los mismos

materiales a escala no nanométrica. (Ma T. Frejo, 2011)
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Estas propiedades juegan un papel importante en la toxicidad de estas particulas y
es trascendental conocerlas para entender, predecir y gestionar el riesgo potencial

gue presentan, mediante nuevos ensayos adaptados a sus propiedades.

Las nanoparticulas se clasifican generalmente en funciébn de su dimension,
morfologia, composicion, uniformidad, y aglomeraciéon. (Figura 1) Una distincién
adicional importante debe hacerse entre peliculas delgadas nanoestructuradas u
otros objetos a escala nanométrica fija (como los circuitos dentro de
microprocesadores de ordenadores) y conexion nanoparticulas. (Buzea Cristina,
2007).

Figura 2. Clasificacién de los materiales nanoestructurados desde el punto de vista de las
dimensiones nanoestructura, la morfologia, la composicién, la uniformidad y el estado de
aglomeracion. (Buzea Cristina, 2007)
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2.3 Polimeros.

Los sistemas de transporte a base de materiales poliméricos en forma de
nanoparticulas requieren polimeros biocompatibles y biodegradables. Sin
embargo, el riesgo potencial de infecciones e inmunogenicidad inducidas por
sustancias poliméricas de origen animal o vegetal llevé a la necesidad de utilizar
materiales sintéticos para  reemplazar los polimeros naturales.
Consecuentemente, una gran variedad de polimeros sintéticos ha sido
desarrollada en los dltimos quince afios, teniendo en cuenta el requisito basico
para materiales de aplicacion biomédica: estos polimeros deben ser
completamente degradados y eliminados del organismo. Los poliésteres son un
grupo particularmente atractivo para el desarrollo de sistemas poliméricos
nanoparticulados de liberacibn controlada por su biodegradabilidad vy
biocompatibilidad. Ademas, algunos miembros de este grupo de polimeros
presentan baja inmunogenicidad y pueden ser combinados con una amplia
variedad de farmacos y otras moléculas de interés terapéutico. (ROCHA
FORMIGA, 2009)

2.4 Métodos Para fabricacion de Nanoparticulas.

Existen varios métodos diferentes para la preparacion de nanoparticulas, como asi
también numerosas formas de incorporar los farmacos en las particulas. A modo
de ejemplo, los farmacos pueden ser encapsulados en la matriz polimérica, (en el
nacleo de las nanoparticulas), conjugados quimicamente con el polimero, o

adsorbidos en la superficie de la particula. (Ronald J. Neufeld, 2006)

El método mas comunmente utilizado para la preparacion de las NPS, es la
emulsificacion-evaporacion. Esta técnica ha dado buenos resultados para
encapsular farmacos hidrofébicos, pero ha tenido pobres resultados en la
incorporacion de agentes bioactivos de caracter hidrofilico.
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La emulsificacion-evaporacion consiste en la disoluciéon del polimero y el
compuesto en un solvente organico (diclorometano o cloruro de metileno). La
emulsion se prepara mediante la adicion de agua y un surfactante a la solucion de
polimeros. En muchos casos, la formacién de “nano-gotas” por parte del polimero

es inducida por sonicacion (ultrasonido) u homogeneizacion.

El disolvente organico luego es evaporado y las nanoparticulas son generalmente

recolectadas por centrifugacion vy liofilizacion. (Hans M. L., 2002)

2.4.1 Método de difusion de emulsificacion.

Se utiliza un solvente parcialmente soluble en agua como acetona o carbonato de
propileno. Los polimeros y compuestos bioactivos se disuelven en el disolvente y
luego se emulsionan en la fase acuosa que contiene el estabilizador. Este ultimo
evita la agregacion de las gotas de la emulsion por adsorcion en la superficie de
las mismas. El agua se agrega a la emulsion, para permitir la difusidén del solvente
en el agua. La solucion se agita y se produce la precipitacién de las particulas.
Posteriormente se recogen por centrifugacion, o el disolvente puede eliminarse por

dialisis.

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 afladen a una solucién que contiene tensoactivos. Luego la acetona
es evaporada a presion reducida y las nanoparticulas permanecen en la

suspensién acuosa resultando en particulas de 110 a 208 nm. (Patrick, 1995)

2.4.2 Salting-out

Otro método utilizado es el de salting-out. Mediante esta técnica, se forma una
emulsion agua/aceite que contiene polimeros, agua, acetona, acetato de
magnesio, estabilizador (tensoactivo) y el componente activo. Posteriormente se
aflade agua hasta que el volumen es suficiente para permitir la difusién 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. Sin
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embargo, una desventaja de este procedimiento es que usa sales que son

incompatibles con muchos compuestos bioactivos. (Llabot Juan, 2008)

2.5 Nanoesferas y Nanocapsulas

Los pequefios capilares en el cuerpo tienen entre 5-6 um de diametro. El tamafio
de las particulas que se distribuyen en la circulacidbn sanguinea debe ser
significativamente menor a 5 um, sin la formacion de agregados, para garantizar
qgue las particulas no produzcan una embolia. Por este motivo, las NPS tienen
ventajas sobre microparticulas. El termino nanoparticula es el nombre colectivo
que reciben tanto nanoesferas como nanocapsulas. Las Nanoesferas son de tipo
matricial y en este caso los farmacos pueden ser absorbidos en la superficie de la
esfera 0 encapsulada dentro de la particula. Las nanocapsulas son sistemas
vesiculares en los que la droga es vehiculizada en la cavidad interna; el sistema
consiste en un nucleo liquido rodeado por una membrana polimérica. (Hans M. L.,
2002).

En este caso, las sustancias activas suelen ser disueltas en el ndcleo interno, pero

también pueden ser adsorbidas a la superficie de la capsula.

Una gran variedad de farmacos pueden ser vehiculizados utilizando diversas
estrategias (hidrofilicos, hidrofobos, proteinas, macromoléculas biolégicas, etc.).
Se pueden formular para la absorcion selectiva por el sistema linfatico, el cerebro,

las paredes arteriales, los pulmones, el higado, el bazo, o circulacion sistémica.

Las caracteristicas mas importantes de las NPS son su tamafio, la eficiencia de
encapsulacién, potencial zeta (carga superficial), y la liberacion del farmaco.
(Llabot Juan, 2008)
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Imagen 3 - Representacion de una (a) Nanoesfera y (b) Nanocapsula
(Alves MP, 2007)

En esta revision, se pretende resumir las técnicas utilizadas para la preparacion de
nanoparticulas poliméricas, incluidos los tipos de polimeros y estabilizadores
utilizados, y la forma en que estos afectan a la estructura y las propiedades de las
NPS. Ademas, discutiremos los avances en las modificaciones superficiales, los

farmacos y la administracion sitio especifica.

2.6 Nanoparticulas de Acido-polilactico-Co-Glicélico - (PLGA)

Entre los poliésteres utilizados en el desarrollo de nanoparticulas destacan los
poliésteres alifaticos, formados por una sucesién, de unidades monomeéricas de
acido lactico o bien de dimeros lacticos-co-glicolicos. Estos biopolimeros han sido
aprobados por la FDA para elaboracion de sistemas de liberacion de farmacos y
otros usos biomédicos como la fabricacion de suturas biodegradables. El isomero
L-acido polilactico (L-PLA) y el acido polilactico-co-glicolico (PLGA) son
compuestos que corresponden respectivamente al homopolimero lineal del &cido
poli-L-lactico y a copolimeros lineales del D,L &cido lactico y glicdlico, los cuales se

pueden encontrar en proporciones monomericas variables.
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En las dltimas dos décadas el (PLGA) ha sido uno de los mas atractivos
candidatos utilizados para fabricar dispositivos poliméricos para la administracion
de farmacos y en cuantiosas aplicaciones de ingenieria. ElI PLGA es
biocompatible, biodegradable, exhibe una amplia gama de tiempos de
degradacion, tiene propiedades mecanicas detectables y lo mas importante, se

aprobo por la FDA (Food and Drug Administration).

El Poliéester PLGA es un copolimero del acido polilactico (PLA) y acido
poliglicolico (PGA). Es el mejor biomaterial definido disponible para la
administracion de farmacos en cuanto a disefio y rendimiento. EI PLA contiene un
carbono-a  asimétrico que se describe tipicamente como la forma D o L en
términos estereoquimicos clasico y a veces como R y la forma S,
respectivamente. Las formas enantioméricas del polimero PLA son el acido poli-D-
lactico (PDLA) y é&cido L-polilactico (PLLA). PLGA es generalmente un acrénimo
de poli D, L-lactico-co-glicolico de &cido en forma D- y L- acido lactico estan en

igual proporcion (Figura 4). (Hirenkumar K. Makadia, 2011).

Figura 4 Estructura de acido lactico-co-glicélico poli (“X” es el numero de unidades de acido
lactico y “Y” es el numero de unidades de acido glicélico). (Hirenkumar K. Makadia, 2011)

2.7 Nanotoxicologia.

La nanotoxicologia es el estudio de la toxicidad de los nanomateriales,
nanoparticulas y nanocompuestos. Debido a los efectos cuanticos del pequefio
tamafio y la gran superficie en relacién al volumen, los nanomateriales tienen
propiedades Unicas en comparacion con sus propiedades cuando son mas
grandes. (K Donaldson, 2004).
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Para que verdaderamente la nanotecnologia nos brinde un mejor nivel de vida es
indispensable entender que no sélo tiene grandes beneficios, sino que, también

trae consigo una cantidad inmensa de preguntas que deben ser atendidas.

Basicamente los motivos de preocupacion son dos: la peligrosidad de las
nanoparticulas por si mismas y el riesgo de contaminacion. El primero se refiere a
los efectos biolégicos y quimicos de la exposicion a las nanoparticulas que puede
tener el ser humano o animales en el caso de medicamentos veterinarios,
mientras que el segundo tiene que ver con la liberacion de éstas al medio
ambiente, asi como con su circulacion y concentracion, que pueden representar

un peligro para los organismos o los ecosistemas. (Reyes Horacio, 2009)

De las mayores preocupaciones acerca de la toxicologia de las nanoparticulas
proviene del hecho que muchas de ellas poseen propiedades redox o0 son
fotoactivas. Por ejemplo, las nanoparticulas de dioxido de titanio presentes en una
gran cantidad de bloqueadores solares son fotocataliticas, por lo que la exposicién
al sol genera radicales libres que podrian degradar a los componentes del
producto o ser dafiinas para la piel, sin embargo, aunque los estudios no muestran

gue en realidad exista algun riesgo tampoco los descarta completamente.

Algunas nanoparticulas pueden atravesar facilmente la membrana celular y unirse
de manera muy selectiva a las mitocondrias, pudiendo desde el punto de vista
médico servir como liberadores muy eficientes de medicamentos. (Horacio Reyes,
2008)

El conocimiento de la toxicologia tradicional sobre la evaluacion de exposicion, el
transporte a través del cuerpo y el destino final de toxicos convencionales, no es
siempre aplicable a las Nanoparticulas y es motivo de controversia y del
establecimiento de procedimientos y especificaciones en particular asociadas a la
Toxicologia convencional. Esto debido a que su tamafio les provee de
propiedades unicas, por eso es indispensable el uso de métodos alternativos que
tomen en cuenta estas propiedades. En udltima instancia, lo anterior nos podria

llevar al desarrollo de nuevos modelos estructura-actividad para particulas con
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esta escala de tamario, lo cual implica el nacimiento de una nueva disciplina: la
Nanotoxicologia. (UNESCO, 2007).

Cientificos dedicados a la nanotecnologia han sido capaces de identificar el riesgo
potencial que representan las nanoparticulas y han tomado acciones contundentes
para evitar dafios o paliarlos de manera adecuada. Sin embargo, este camino
apenas comienza, pero al menos se ha trazado la ruta adecuada. Es importante
que en paises como México en donde apenas comenzamos a transitar la ruta
“nano” tomemos en cuenta este tipo de iniciativas, para no ser sorprendidos y al
final tener que remediar grandes problemas que hubieran podido ser prevenidos
antes de gestarse, como nos ha sucedido en el pasado.

De tal manera que en una visién un tanto “pesimista”, las nanoparticulas podrian

contaminar mas o ser mas peligrosas que los compuestos actuales.

Para poder hacer una estimacion de lo que se esta buscando primero se tiene que
tener uno o varios biomarcadores o marcadores biolégicos para poder determinar
los cambios medibles, ya sean estos bioquimicos, fisiologicos o morfologicos, que
se asocian a este trabajo pero primero se revisara que es un biomarcador y para

qué sirve. (Colvin., 2003)

2.8 Biomarcador

Biomarcador es aquella sustancia utilizada como indicador de un estado biolégico.
Debe poder medirse objetivamente y ser evaluado como un indicador de un
proceso biolégico normal, estado patogénico o de respuesta a un tratamiento

farmacoldgico. (Stransky B, 2007)

2.8.1 Biomarcadores de Efecto

Son sustancias enddgenas o cambios biolégicos o bioquimicos que revelan
modificaciones reversibles de las constantes fisioldgicas; son los biomarcadores
mas estudiados, e incluyen modificaciones en la composicion celular de la sangre,
alteraciones en algunas actividades enzimaticas; aparicion de aductos del DNA o

incrementos localizados del m-RNA; aumento de determinadas proteinas,
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aparicion de anticuerpos especificos contra un xenobiético o contra fracciones
celulares (membrana nucleo etc.) o en las estructuras histolégicas. (Manuel
Repetto, 2009)

2.8.2 Biomarcadores de Exposicion.

Puede ser un compuesto exdgeno (0 un metabolito) dentro del organismo que
refleja la exposicion de éste xenobidtico. El analisis se utiliza en fluidos corporales
(sangre y orina) o incluso aire expirado. En el caso de toxicos acumulativos, la
dosis interna puede también reflejar la cifra del agente toxico almacenado en uno
0 varios compartimentos corporales. Por ejemplo la concentracion de bifenilos
policlorados (PCBs) en sangre refleja la cifra acumulada en los principales
organos de depdsito (tejido graso). Bernard y Lauwerys dividen los biomarcadores
de exposicion en dos subgrupos: selectivos y no selectivos, basandose en la
especificidad de las pruebas de deteccién. Los biomarcadores selectivos se basan
en la medida directa del téxico o sus metabolitos en fluidos bioldgicos (ej. Plomo
en sangre) y los no selectivos constituyen un grupo de indicadores inespecificos
de exposicion (ej. Tioeteres en orina como indicadores de exposicion a sustancias
electréfilicas y, por lo tanto, reflejo de la absorcion de sustancias mutagénicas y
cancerigenas. (Gil, 2008)

2.8.3 Biomarcadores de Susceptibilidad.

Sirven como indicadores de sensibilidad individual al efecto de un xenobiético o un
grupo de compuestos toxico. Se debe generalmente a factores genéticos,
reconocibles por estudios de DNA y sus fragmentos de restriccién, clonado de
genes e investigacion de polimorfismos de actividades enzimaticas. Entre ello
podemos distinguir dos tipos: marcadores de polimorfismo de sistemas
activadores y marcadores de polimorfismos de sistemas detoxificadores. Los
marcadores de polimorfismo de sistemas activadores permiten estimas la actividad
de las enzimas del citocromo P-450. Las hemoproteinas conocidas como
citocromos P450 (CYP) estan implicadas en la toxicidad de numerosos

xenobidticos. El sistema isoenzimatico microsomal del citocromo P450 humano
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esta constituido por un minimo de 30 genes diferentes, que se agrupan en
distintas familias, que a su vez, se agrupan en subfamilias constituidas por genes
polimorficos. (Gil, 2008)

2.8.4 Biomarcadores de Respuesta.

El biomarcador de respuesta o es indicativo de cambios bioquimicos en un
organismo como resultado de la exposicion a xenobiéticos. Incluyen modificadores
en la composicion celular sanguinea, alteraciones en actividades enzimaticas,
aparicion de aductos del DNA, incrementos localizados de RNAm, aumento de
determinadas proteinas, e incluso aparicion de anticuerpos especificos (auto
anticuerpos) contra un xenobittico o frente a fracciones celulares (nucleo,
membrana, etc.,) (Gil, 2008)

2.9 Nanoparticulas como Nanoacarreadores

La Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos de Norteamérica
(FDA) ha aprobado ya algunos tratamientos para algunas enfermedades basados
en nanoparticulas. A partir de entonces, se han explorado diversos polimeros
para formulacién de nanoparticulas como por ejemplo el polibutilcianoacrilato, el
cual luego de diversos estudios se demostré su toxicidad. Actualmente los mas
empleados son copolimeros y polimeros biodegradables como el PLGA y el
polifeprosan. Los mecanismos por los cuales se transportan las nanoparticulas a

las células, son variados y se encuentran reportados en la literatura. (Jorg, 2001)

Tabla 1. Principales vias de transporte celular (Jorg, 2001).

Difusion simple

_ Difusion facilitada
Transporte pasivo

Pequefias Moléculas Osmosis
Didlisis
Transporte activo Bomba de sodio-potasio
Grandes Moléculas Endocitosis Fagocitosis
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Pinocitosis

Endocitosis mediada por
receptores

Exocitosis

El mas aceptado es mediante la endocitosis (figura 5) aunque existen otros
factores aparte del tamafio, que favorecen o desfavorecen el acceso de las

nanoparticulas a las células.

Dentro de estos Nanoacarreadores encontramos las llamadas Nanoparticulas
sélidas lipidicas (SLN'’s), que son particulas coloidales constituidas por una matriz
lipidica sélida a temperatura fisiol6gica, compuesta de lipidos fisioldgicos y (acidos
lipidos, triglicéridos y ceras), estabilizados por surfactantes biocompatibles, en las
que se ha logrado encapsular eficientemente agentes quimioterapéuticos como
doxorrubicina y paclitaxel. Nanoparticulas de polibutilcianoacrilato (PBCA).
El PBCA es un polimero biodegradable que se ha empleado ampliamente en la
preparacion de nanoparticulas. Al circular en la sangre, las nanoparticulas son con
facilidad absorbidas por 6rganos ricos en macréfagos como el higado y bazo, por
lo cual puedan ser efectivas para aplicaciones en el cerebro, es necesario

modificarlas quimicamente.

Como ya se me menciono anteriormente el PLGA, es un polimero que con
frecuencia es usado en alimentos y farmacos. Los diferentes tipos de PLGA,
dependiendo de su composicion &cido lactico: acido glicdlico, y parametros de
sintesis influyen fuertemente en las propiedades finales de este. Debido a su
biodegradabilidad y biocompatibilidad es candidato potencial como acarreador de
farmacos en diversas lineas celulares y segun estudios de facil acceso a células

del cerebro. (Alvarez-Lemus, 2012).
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Figura 5. Representacién esquematica de la internalizacién de Nanoparticulas
(Alvarez-Lemus, 2012)

Como lo muestran las evidencias, el uso del PLGA es una excelente opcion para
la obtencién de nanoparticulas con propiedades acarreadoras, de
biodegradabilidad, biocompatibilidad por lo que se considera ideal para la
incorporacion de farmacos y en este trabajo en particular se trata de la
Curcumina, un extracto que se encuentra principalmente en la raiz de la planta
Curcuma longa, y que ademas no es Unica de de esta especie, y su importancia
principal radica en sus propiedades antioxidantes las cuales se describen

acontinuacion.

2.10 Curcumina.
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Figura 6 Curcuma en polvo (color amarillo) curcumina (color naranja) vy raiz de la
curcuma (RED ESPRESS, 2015).

La curcumina es un antioxidante fendlico de color amarillo natural y se extrajo
primero en una forma impura. La estructura de la curcumina fue aclarada y fue
sintetizada por Milobedeska y Lampe, respectivamente. Muchas empresas aislan
la curcumina de diferentes especies de plantas y la comercializan como producto,

pero se aisla principalmente de la raiz de Curcuma longa.

Por otra parte, la curcumina posee la mayor actividad bioprotectora,
neuroprotectora y antidiabética de los tres curcuminoides mostrados en la figura 7,
Curiosamente, la mezcla de curcuminoides ha aumentado la actividad nematicida
en comparacion con los compuestos individuales, lo que sugiere un efecto
sinérgico (Ornchuma Naksuriya, 2013) La estructura quimica de la curcumina se

muestra a continuacion.
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Figura 7. Las estructuras quimicas de (A) Curcumina, (B) Demetoxicurcumina y

(C) Bisdemetoxicurcumina (Ornchuma Naksuriya, 2013)

2.10.1 Usos de la Curcumina.

Durante muchos siglos, la curcumina en su forma cruda se ha utilizado como
especias y suplemento dietético, asi como componente de muchas medicinas
tradicionales asiaticas. En estudios recientes, se ha demostrado que la curcumina
exhibe una amplia gama de actividades farmacoldgicas contra muchas
enfermedades crénicas, como la diabetes tipo IlI, reumatismo, la artritis
reumatoide, esclerosis mudltiple, enfermedad de Alzheimer y aterosclerosis,
también inhibe la agregacion plaquetaria, suprime trombosis e inhibe la replicacion

del virus de inmunodeficiencia humana (VIH). (Jayaraj Ravindran, 2009)
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Ademas, la curcumina mejora la cicatrizacion de heridas y protege contra la lesion
hepatica, formacion de cataratas, toxicidad pulmonar y la fibrosis. (Najeh Maissar
Khalil T. C., 2012)

Finalmente, la actividad anti-cancer de la curcumina ha sido ampliamente
investigado y se ha sugerido como una agente potencial para la prevencion y el
tratamiento de una gran variedad de diferentes tipos de cancer, incluyendo
gastrointestinal, melanoma, genito-urinario, de mama, de pulmon, de cabeza y

cuello, neuroldgico y el sarcoma. (Ashish M. Kam, 2007)

A un nivel molecular, la curcumina no sélo inhibe la proliferacién celular y la
metastasis, sino que también induce apoptosis modulando varios factores pro-
inflamatorios (por ejemplo, la interleucina 1 (IL-1), IL-12, factor de necrosis tumoral
(TNF) y el interferon y (INF —y), entre otros figura 8 (Jayaraj Ravindran, 2009).
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Figura 8. Diferentes Usos de la Curcumina (Ornchuma Naksuriya, 2013)

Se ha sugerido que, debido a las propiedades pleiotrépicas asociadas a la
curcumina, este compuesto puede modular respuestas especificas de manera
mas eficiente que los medicamentos que actualmente se emplean para el

tratamiento del cancer. (Ornchuma Naksuriya, 2013).

Muchos estudios preclinicos han demostrado que la curcumina tiene actividad
anticancerigena y anti-inflamatoria eficaz. En un reciente estudio clinico se
public6 que después de la administracién oral de curcumina ésta fue bien
tolerada en dosis de 12 g / dia que indica que la curcumina es segura. (Ashish M.
Kam, 2007)

Cabe resaltar que esta caracteristica es causada por su muy baja
biodisponibilidad, lo que tiene como consecuencia concentraciones sanguineas
subdptimas para lograr efectos terapéuticos. Por ejemplo, en una estudio en ratas
reportados en un articulo (Yang K, 2007) una concentracion maxima en suero de
0.36 +0.05 pg / ml después de una inyeccion intravenosa de 10 mg/kg se alcanzé,
mientras que 500 mg/ kg administrado por via oral curcumina dio una
concentracion plasmatica maxima de 0.06 0.01 pg/ml, lo que indica que la
biodisponibilidad oral fue de solo el 1%. Razon por la cual esta tesis tiene un
enfoque para mejorar las pobres propiedades biofarmacéuticas de la curcumina y
mas que mejorar su solubilidad acuosa, una muy buena opcién es el uso de
Nanoparticulas debido a los amplios beneficios que esta nueva tecnologia nos
ofrece. (Zhu minpeng, The Stability of Curcumin and Drug-Loading Property of
Starch Microspheres for It, 2012)

2.10.2 Curcumina: Actividad Bioldgica

Como se ha mencionado la curcumina tiene propiedades fisicoquimicas que no
son las ideales para la actividad biologica. La curcumina puede pasar libremente

a través de las membranas celulares debido a su lipofilia, sin embargo, debe ser
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mencionado que la curcumina tiene una solubilidad en agua muy baja de solo 0.6
mg / ml y es susceptible a la degradacion en particular bajo condiciones alcalinas.
Estas caracteristicas se han asociado con una muy baja biodisponibilidad lo que
resulta en una concentracion  sanguinea suboptima para lograr efectos

terapéuticos. (Jinghua Duana, 2010)

Como ya se menciono la pobre solubilidad en agua y baja biodisponibilidad oral de
la curcumina son los grandes inconvenientes en su aplicacion medicinal, las
nanoparticulas estudiadas representan un primer paso importante en el desarrollo
de un medicamento que contiene curcumina, utilizando la nanotecnologia como
una herramienta. Es por esto que se busca tener un aumento de la
biodisponibilidad de la curcumina por medio de sistemas de nanoparticulas ya que
se han confirmado excelentes capacidades de la nanoparticulas para modular las
propiedades fisicoquimicas de los farmacos, lo que resulta en perfiles
farmacocinéticos mejorados. (Najeh Maissar Khalil T. C., 2013)

Durante las ultimas décadas, diversos tipos de nanoparticulas, liposomas,
conjugados, portadores de péptidos etc., se han usado para la administracion de
farmacos siendo investigados y algunos sistemas han llegado a evaluacién clinica
y aplicaciones, demostrado que son adecuados para aumentar la biodisponibilidad
de la curcumina y su administracion dirigida a tumores y enfermedades anterior

mente mencionadas. (Duncan, 2011).

Como se ha venido sefialando el uso de la curcumina es una muy buena opcién
para tratar el estrés oxidativo de las células y el uso de Nanoparticulas de PLGA
como Nanoacarreadores se espera sea una forma ideal para poder incorporar este

farmaco, debido a sus propiedades anteriormente descritas.

Para poder saber el efecto antioxidante que tiene la curcumina contenida en las
Nanoparticulas de PLGA es necesario el uso de biomarcadores respuesta que
para este trabajo de tesis son Glutation Peroxidasa (Gpx) y Glutation Reductasa
(GRd); dos enzimas caracteristicas del estrés oxidativo celular (Jorge Limén-
Pacheco, 2009).
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2.11 Enzimas

Kuhne en el afio de 1876 les llam6 “enzima” a los catalizadores que producian
fermentaciones de diversos compuestos, La palabra enzima significa “en la
levadura”, pues fue en estos organismos donde se observd por primera vez la

fermentacion del azucar en alcohol. (Arce, 2015).

2.11.1 Enzimas Antioxidantes

El cuerpo humano mantiene un balance de O&xido-reduccidon constante,
preservando el equilibrio entre la produccidon de pro-oxidantes que se generan
como resultado del metabolismo celular y los sistemas de defensa antioxidantes.
La pérdida en este balance de oOxido-reduccion lleva a un estado de estrés
oxidativo y este estado se caracteriza por un aumento en los niveles de radicales
libres y especies reactivas, que no alcanza a ser compensado por los sistemas de
defensa antioxidantes causando dafio y muerte celular. Esto ocurre en patologias

degenerativas, de tipo infeccioso, inmune, inflamatorio, etc.

La alteraciébn del balance entre pro-oxidantes y antioxidantes, puede tener
diversos grados de magnitud. En el estrés oxidativo leve, las defensas
antioxidantes bastan para restablecer dicho balance, pero en el estrés oxidativo
grave se llega a graves alteraciones en el metabolismo celular, como rompimiento
de DNA, aumento de la concentracion de calcio intracelular, descomposicion de
iones de Fe*2 y Cu*? cataliticos, dafio a los transportadores membranales de iones
y otras proteinas especificas, y peroxidaciéon de lipidos. El dafio por estrés
oxidativo, puede ser reversible o irreversible dependiendo de factores como el
tiempo que dure el estrés, la efectividad de las defensas antioxidantes, la edad del
organismo, el estado nutricional y factores genéticos que codifican sistemas

antioxidantes. (Dorado Martinez, 2003)

2.12 Radicales libres

Los radicales libres son entidades quimicas que contienen un electron no

apareado, esta caracteristica los hace sumamente reactivos y capaces de dafar a
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otras moléculas transformandolas a su vez en moléculas muy reactivas, una

reaccion en cadena que causa dafio oxidativo, desde células hasta tejidos

2.12.1 Aparicion de las especies reactivas de oxigeno (ROS)

Durante el proceso evolutivo, con la aparicion de los organismos fotosintéticos, se
dio un aumento en los niveles de oxigeno, permitiendo a los organismos
desarrollar los mecanismos necesarios para utilizar esta molécula como aceptor
final de electrones, lo que permitio a las células tener sistemas de produccion de
energia altamente eficientes a través de la oxidacion de la glucosa. A través de
esta ruta metabdlica se producen hasta 38 moléculas de ATP por la oxidacién de
una molécula de glucosa. Esta ventaja evolutiva de los organismos aerobios, trajo
como efecto colateral, el aumento en la produccion de radicales libres y especies
reactivas de oxigeno, ya que la reduccion parcial de oxigeno lleva a la formacién
de ROS. El aumento en los niveles de las especies reactivas llevo a la evolucién
de sistemas de defensa antioxidantes intra y extracelulares tanto enzimaticos
como no enzimaticos para mantener el equilibrio redox.

Tabla 2 Ejemplo de los radicales libres mas frecuentemente producidos por los sistemas biol6dgicos

gue dan origen a especies reactivas A: Radical libre y B: reacciones mas comunes que los
origina.

B: Reaccion mas comun

A: Radical libre que los origina
O, - Radical superoxido NADPH + 2 O, - NADPH" +
H* + 2 +0,-
*OH- Radical hidroxilo UQ-+H,0, - UQ + *OH + -OH-
RO,» Radical peroxilo LH+ RO, - L-+HO

RO+ Radical alcoxilo o fenoxilo Re + O2 = ROe»
Le Radical peroxido lipido LO,+LH—=LOOH +L-
*NO_ Radical de éxido nitrico +OH + NOz- - OH- + -NO2
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2.13 Glutation (GSH)

El glutation (GSH) es un tripéptido no proteinico que se deriva de los aminoacidos
L-cisteina, &cido L-glutdmico y glicina. Contiene un enlace péptidico inusual entre
el grupo amino de la cisteina y el grupo carboxilo de la cadena lateral del

glutamato.

Es nucleofilico en azufre y ataca los aceptores conjugados electrofilicos
venenosos. En efecto, el glutation reduce cualquier enlace disulfuro formado
dentro de proteinas citoplasmaticas de cisteinas, al actuar como un donante de
electrones. En el proceso, el glutation se convierte en su forma oxidada disulfuro
de glutation (GSSG).

GSH, es un antioxidante intracelular principal (normalmente presente en las
células en una concentraciéon de 1 a 10 mM) que proporciona proteccién contra
hidroperoxidos asi como radicales libres. GSH también esta implicado en la
inactivacion de muchos téxicos y carcinogénico electréfilos de ambos origenes
endogenos y xenobioticos a través de reacciones catalizadas por las numerosas
transferasas de glutation como un sustrato para la glutaredoxina. (John Wiley,
1999).

GSH sirve como reductor en la biosintesis catalizada por la ribonucle6tido
reductasa del DNA precursores desoxirribonucle6tidos. Muchas otras funciones

celulares dependen también del glutation.

El glutatibn se encuentra casi exclusivamente en su forma reducida, ya que la
enzima que vuelve de su forma oxidada, la glutation reductasa, es
constitutivamente activa e inducible al estrés oxidativo. De hecho, la proporcion de
glutatién reducido a glutation oxidado dentro de las células a menudo se utiliza
cientificamente como una medida de la toxicidad celular. (John Wiley e hijos, Inc.,
1999)
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H202 + 2GSH — GSSG + 2 H20.

2.13.1 Glutation Reductasa.

Uno de estos sistemas antioxidantes es el sistema glutation peroxidasa/glutation
reductasa. La glutation reductasa (GRd, EC 1.6.4.2.) es una flavoenzima
dependiente del nicotinamin adenin dinucleotido fosfato reducido (NADPH) que
cataliza la reduccion del glutation oxidado (GSSG) a glutation reducido (GSH) el
cual serd utilizado por la glutation peroxidasa (GPx) para la reduccién del peréxido
de hidrégeno (H202) y de lipoperoxidos (L-OOH), los cuales son elementos
toxicos. Es decir, especificamente tiene una funcion de pivoteo en el estrés
oxidativo. Esta se encuentra en todos los organismos aerdbicos asi como en
algunas plantas superiores por lo que aparenta ser una enzima casi universal.
(Prego, 2006).

El sistema antioxidante GPx/GRd esta relacionado con otros sistemas
antioxidantes como el superoxido dismutasas/catalasa (SOD/CAT). Se ha
observado que ambos sistemas no actian a la par, la CAT actla en presencia de
altas concentraciones de H:02 y a bajas concentraciones actia la GPx. La
actividad de la CAT y de la GPx esta inversamente correlacionada, mientras que la

CAT y la GRd presentan correlacion positiva.

La GRd permite mantener concentraciones de GSH en la célula no s6lo para ser
utilizado por la GPx en la eliminacion del H202; sino también de utilidad en la
recuperacién de las vitaminas C (acido ascorbico) y E (alfa-tocoferol) luego de

participar en la eliminacién de radicales libres generados “in situ” o a distancia.

Por tanto, la alteracion de la actividad de la GRd provocara disminucion en las
concentraciones de GSH dando lugar a un aumento en los niveles de especies
reactivas del oxigeno. La alteracidén de la actividad de la GRd y de los niveles de
GSH por esta consecuencia se ha reportado en varios procesos patoldgicos y esta
asociada con un aumento del riesgo al estrés oxidativo. (Prego, 2006)
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2.13.2 Glutation Peroxidasa

La glutation peroxidasa (GPx) es el nombre dado a la enzima que catalizan la

siguiente reaccion:

ROOH + 2GSH — ROH + GSSG + H20

Donde “R” puede ser hidrogeno, un grupo acilo graso libre, colesterol, un
esteroide, un éster de uno de estos grupos o bases libres de DNA o RNA. GSH es
el tripéptido tiol y-glutamil cisteinil glicina, conocido como (reducido) y glutatién

GSSG es la forma oxidada de glutation.

Los productos proteicos de dos familias relacionadas de genes tienen actividad de
glutation peroxidasa seleno- (Se) GPXS vy las transferasas de glutation (GSTs). La
expresion de los genes para estas proteinas es bastante variable entre los
animales especies, tejidos y lineas celulares derivadas. En la literatura, la
actividad de la glutation peroxidasa puede referirse tanto a la actividad de una sola
proteina (GPX1 en los tejidos sélidos o en GPX3 plasma) o a diferentes
colecciones de actividades (GPX1, GPX2, GST y GPX4) dependiendo de la
especie de animal, los tejidos o lineas celulares derivadas de muestras, el ensayo
de condiciones y la inclinacion de los autores. El uso de diferentes condiciones de
ensayo puede ser bastante exclusivo o inclusivo en cuanto al tipo de actividades
detectado. Condiciones de ensayo selectivo utilizado con muestras no
fraccionadas, o, en combinacion con el uso de columnas de tamafio o de otros
métodos de separacion de un solo paso, se pueden utlizar para informar
eficazmente sobre los componentes individuales en muchas de las combinaciones
de proteinas glutation peroxidasa que se producen en tejidos. Las principales

cuestiones estratégicas son las siguientes. (John Wiley e hijos, Inc., 1999).

Delgadillo Lara Carlos Alfredo Pagina 34



ESTUDIO DE LA LOCALIZACION DE NANOPARTICULAS A BASE DE ACIDO-POLILACTICO-CO-GLICOLICO (PLGA)
CON CURCUMINA Y SU ACTIVIDAD SOBRE LAS ENZIMAS GLUTATION PEROXIDASA Y REDUCTASA.

Figura 9 Metabolismo de glutation en una célula de mamifero representativa. El glutation
reducido, utilizado en los diversos organelos, es transportado en forma de GSSG hacia el citosol
donde puede iniciar de nuevo el ciclo de reduccién y asi regenerar el glutation reducido. La relacién
normal entre la concentracién de GSSG y GSH es de 1/10, variando la [GSH] entre 1 y 10 mM.

En este trabajo de tesis como parte complementaria del estudio se hara uso de la
microscopia confocal para verificar que las Nanoparticulas de PLGA con
curcumina se encuentran dentro de la célula y pueden ejercer su efecto

antioxidante, por lo que brevemente describiré en qué consiste este analisis.
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2.14 Microscopia confocal.

La Microscopia Confocal es una tecnologia que permite observaciones a una
resolucion mayor que la que se puede lograr con la microscopia Optica

convencional.

Emplea un sistema laser que aplica el haz de luz en forma de barrido, en una
pequefia parte del espécimen. El laser aplicado a una longitud de onda
determinada en la muestra, hace que moléculas excitadas de la misma, emitan
fluorescencia a una longitud de onda mayor a la aplicada. La fluorescencia en una
muestra puede ser debida a moléculas que se encuentran de forma natural
(autofluorescencia como en el caso de la clorofila y en este caso en particular la
curcumina) o puede ser producida por moléculas aplicadas artificialmente a la
muestra llamadas fluorocromos. Hay una gran cantidad de fluorocromos
especificos en el mercado usados para diferentes estructuras celulares y para
diferente emision de fluorescencia. El uso de varias combinaciones de laser
capaces de detectar y producir fluorescencia a diferentes longitudes de onda,
permite un escaneo de la muestra en un amplio rango del espectro de luz,
permitiendo la observacién de estructuras tefiidas con tal detalle como no se
puede lograr con técnicas convencionales. Debido a que penetra facilmente la
muestra, el microscopio confocal logra imagenes en diferentes planos focales que
ligados a un programa de computo, puede reproducir una imagen tridimensional

del material observado.

Las siguientes caracteristicas han hecho de la microscopia con focal una de las
herramientas de trabajo predilectas por cientificos de las ciencias biologicas

médicas y de materiales de todo el mundo:

v Alta sensibilidad en la observacion.
v Especificidad en la emisién de la fluorescencia.
v" Mayor Resolucion.

v' Tridimensionalidad de las imagenes. (Gutierréz, 2015)
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Como se muestra en la Figura 10 El rayo laser (luz azul) es filtrado por un agujero
y un espejo dicroico; luego es enfocado mediante un lente objetivo sobre el

espécimen y estimula la fluorescencia presente en el mismo (luz verde).

La fluorescencia es recolectada por el objetivo y dirigida al espejo dicroico que la
refleja y dirige hacia un detector. Un segundo filtro con agujero se coloca frente al
detector y sélo deja pasar la luz proveniente del plano de enfoque (linea continua).
La fluorescencia fuera de foco de las zonas que estan por encima y por debajo del
plano de enfoque (en lineas discontinuas) no pasa por el agujero y por lo tanto no

formara parte de la imagen.

Figura 10: Esquema que muestra de manera simplificada el principio del microscopio confocal y el
trayecto de la luz. (Modificado de Olschewski F., 2000. Software in confocal microscopy.)
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2.15 Partes

Los microscopios confocal modernos son instrumentos altamente sofisticados y

sus elementos principales son:

2.15.1 La fuente de luz:

Generalmente emplea una fuente de luz muy poderosa (laser o lampara de arco).
Se pueden utilizar sistemas de rayos laser multi-frecuencia (en el rango
ultravioleta, luz visible e infra-roja) adaptados a los tipos de marcadores
fluorescentes empleados para el contraste de los elementos celulares. Se han
desarrollado dos técnicas, la de escaneo con un solo rayo (laser) y el escaneo con
multiples rayos. La primera es la mas popular y emplea un par de espejos
controlados por computadora para escanear el espécimen. La técnica multi-rayos
utiliza una lampara de arco y el escaneo se realiza gracias a un disco rotatorio
(disco de Nipkow) conformado por micro-lentes y micro-agujeros. Esta ultima
técnica de iluminacion disminuye el dafio a los especimenes e incrementa la

deteccion.

2.15.2 Sistema optico:

El sistema Optico de los microscopios esta basado en los principios fundamentales
que se mantienen inalterados, sin embargo estan complementados con los

avances en optica moderna y la tecnologia electronica.

2.15.3 Filtros de interferencia:

Incluyen espejos dicromaticos o dicroicos, barreras con agujero de diametro
variable y diversos filtros de excitacion (para seleccionar la longitud de onda de

excitacion del fluorocromo).

2.15.4 Detectores:

Son fotodetectores muy sensibles a la fluorescencia emitida. Para los
microscopios con multiples rayos generalmente se usan camaras CCD (charge-

coupled device).
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2.15.5 Computadora:

Configurada con los requisitos suficientes de memoria y procesador, tarjetas de
video de alta resolucion, complementadas con software de captura, andlisis y
procesamiento de imagenes, asi como también de impresoras de muy alta calidad.
(Torres, 2015).

3. Planteamiento del problema.

La ciencia tiene que abordar las necesidades que la sociedad le plantee. Los retos
de la ciencia en las préximas décadas se daran en las siguientes areas: energia,
medio ambiente, alimentacion, salud y tecnologia. Ademas, estos progresos
deberan hacerse con un enfoque social, intentando disminuir las diferencias que

existen entre seres humanos y paises.

Para resolver estas necesidades, todas las ciencias y las tecnologias seran
necesarias y se plantearan aproximaciones multidisciplinares, en las que la
quimica seguird suministrando moléculas para preparar materiales y aportara
meétodos y conceptos para racionalizar resultados. Por ello, la quimica seguira

siendo la ciencia central en el siglo XXI.

Para contribuir a abordar estos retos, la investigacion quimica se estd moviendo
entre dos areas multidisciplinares, la biomedicina y la ciencia de los materiales,
que seran las principales protagonistas de los avances cientificos que beneficiaran

a la sociedad.

En el futuro tenderemos a tener instrumentacion lo mas diminuta posible. Un limite
factible de alcanzar es el tamano molecular, es decir, a escala de decenas de

angstroms (1 A = 10'°m), donde ensamblajes de un numero pequefio de

Delgadillo Lara Carlos Alfredo Pagina 39



ESTUDIO DE LA LOCALIZACION DE NANOPARTICULAS A BASE DE ACIDO-POLILACTICO-CO-GLICOLICO (PLGA)
CON CURCUMINA Y SU ACTIVIDAD SOBRE LAS ENZIMAS GLUTATION PEROXIDASA Y REDUCTASA.

moléculas seran capaces de transformar energia eléctrica, luminica o térmica en

energia mecdnica, en las denominadas maquinas moleculares.

Mientras este objetivo se alcanza, se estan haciendo progresos en materiales en
escala nanométrica, lo que ha dado lugar a una rama cientifica, la nanociencia, y
su aplicacion practica, la nanotecnologia. Actualmente se estan estableciendo las
bases cientificas de esta area, pero las aplicaciones ya empiezan a ser una

realidad.

Hoy en dia existen mas de 1.000 productos comerciales que contienen
nanoparticulas, desde cremas solares hasta material deportivo. Ya se ha
publicado en los medios de comunicacion que esta rea de negocios experimenta
un crecimiento espectacular, empezando a ser rentable. Por lo tanto, los
investigadores deben intensificar sus esfuerzos para comprender mejor los efectos
potenciales de éstos materiales sobre los sistemas biologicos. Sin embargo, con
respecto a la nanomedicina, los efectos adversos de las particulas no han sido
ampliamente estudiados, posiblemente porque la utilizacibon de materiales

biodegradables y biocompatibles, fueron ya aprobados por la FDA.

Se ha venido estudiando que el area de superficie especifica de nanoparticulas
es responsable de los posibles efectos adversos debido a que el pequeiio tamafio
de particula aumenta el area de superficie especifica, exponiendo asi mas atomos
0 moléculas (y por tanto mas reactiva) este aspecto podria ser la base de la
produccion de especies reactivas del oxigeno, en el que donantes o aceptores de
electrones situados en el nanomaterial interactian con oxigeno molecular, lo que
resulta en la formacion de anidon superoxido o peroxido de hidrégeno, que
posteriormente se oxida a otras especies quimicas por parte de un mecanismo de
transferencia de electrones. La produccion de especies reactivas del oxigeno ha
sido reportada como el mas probable mecanismo por el cual estas particulas
ejercen un efecto téxico. Por lo tanto, es muy importante el estudio de la actividad

oxido-reductora.

Delgadillo Lara Carlos Alfredo Pagina 40



ESTUDIO DE LA LOCALIZACION DE NANOPARTICULAS A BASE DE ACIDO-POLILACTICO-CO-GLICOLICO (PLGA)
CON CURCUMINA Y SU ACTIVIDAD SOBRE LAS ENZIMAS GLUTATION PEROXIDASA Y REDUCTASA.

Los estudios “in vitro” utilizando lineas celulares son actualmente los mas
socorridos y pueden dar indicios muy importantes sobre la toxicidad de sistemas
microscopicos dando pie posteriormente a que se realice un modelo experimental
en un sistema “in vivo” en esté trabajo de tesis se utiliz6 como modelo

experimental “in vitro” células Hepaticas de Humano (HepG-2).

Con las incertidumbres mencionadas anteriormente sobre los potenciales efectos
de superficie, tamafio y composicion de nanoparticulas poliméricas, Este trabajo
se centro en esclarecer el efecto de nanoparticulas a base de &cido poli-lactico-
co-glicélico (PLGA) con objeto de generar resultados valiosos para continuar con
la investigaciébn sobre los riesgos y beneficios de estas nanoparticulas en
especifico como acarreadores de farmacos, que este trabajo se trata de
Curcumina, que ha mostrado ejercer diversos efectos bioldgicos asociados al

estrés oxidativo intracelular. (Preetha Anand, 2009)

La curcumina como se he mencionado con anterioridad, es un polifenol natural
presente en la curcuma (Curcuma longa) con baja toxicidad intrinseca pero una
amplia gama de actividades farmacologicas, que incluyen antitumoral,
antioxidante, anti-amiloide y las propiedades anti-inflamatorias. (Ashish M. Kam,
2007) Sin embargo, a pesar de sus actividades farmacoldgicas prometedoras, la
extremadamente baja solubilidad en agua de la curcumina limita su

biodisponibilidad y eficacia clinica. (Ornchuma Naksuriya, 2013).

Las nanoparticulas de PLGA pueden mejorar la estabilidad de la Curcumina, su
biodisponibilidad y la eficacia clinica, ya que puede ser utilizada en una amplia
gama de areas de la medicina, y un elevado niamero de propiedades benéficas
para el organismo que dia con dia sigue creciendo. (Zhu minpeng, The Stability of
Curcumin and Drug-Loading Property of Starch Microspheres , 2012)

Como hemos mencionado la curcumina es un potente antioxidante, pero para
poder verificar esta actividad son necesarios biomarcadores, y en particular se
decidié estimar la actividad enzimatica de dos enzimas importantes en la

modulacién del estado éxido-reductor intracelular. Asi mismo, con el objetivo de
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estimar la disponibilidad celular a las Nanoparticulas de interés, se estudiara la
localizacion intracelular de NP de PLGA-Curcumina en las células HepG-2

expuestas, mediante microscopia confocal.

4 Objetivos.
4.1 Objetivo General:

Conocer la localizacion de nanoparticulas preparadas a base de PLGA (Acido
Polilactoco-co-glicolico) con curcumina en células hepaticas humanas mediante
el andlisis por microscopia confocal y estimar su efecto en la actividad de las

enzimas, glutation peroxidasa y reductasa.
4.2 Objetivos particulares:

¢ Realizar el andlisis de microscopia confocal para conocer la localizacion
de Nanoparticulas preparadas a base de PLGA cargadas con
curcumina en la linea celular hepatica HepG-2 (ATCC)

e Conocer los efectos sobre la actividad de las enzimas glutation
reductasa (GSH Red) y glutation peroxidasa asociados a la exposicion

de las de nanoparticulas preparadas a base de PLGA con curcumina.
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5. Metodologia

5.1 Materiales

5.1.1 Preparacion de Nanoparticulas a Base de PLGA

% Acido poli-lactico-co-glicélico (PLGA)
+« Polivinil alcohol (PVA)
Acetona

o

% Agua destilada

5.1.2 Cultivos Celulares

« Buffer de fosfatos

¢+ Solucién 100X Penicilina Estreptomicina Corning

Suero fetal bovino (SFB) ATCC®

®,

% Tripsina—EDTA ATCC®

®,

% Medio de cultivo DMEM 1X Corning ® ® (Dulbecco’s Modification of
Eagle’s Medium)

% Para la Preparacion de PBS:

» Fosfato de potasio monobasico 99.2%

» Fosfato di basico de sodio 99-100.5%

» Cloruro de sodio 99.5%

» Cloruro de potasio 100%
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5.2 Soluciones

5.2.1 Medio de Cultivo

e Medio de cultivo DMEM 1X Corning con 4.5 g/L glucosa, L-glutamina &
piruvato de sodio. Suplementado con SFB al 10% y 2% de Solucion 100X
Penicilina Estreptomicina Corning®

5.2.2 Soluciones para preparacion de Nanoparticulas

PVA en agua destilada
PLGA en acetona
NaOH 0.01N pH 7.2-7.4
HCI 0.01N

Y V VYV

5.2.3 Proteinas totales

Albumina sérica bovina 1mg/ml (BSA)
Reactivo de Bradford 1:3
» PBS

Y VYV

5.2.4 Glutation Reductasa

» Buffer de ensayo (30°C)
» Agua bidestilada

» GSSG 20mM

» NADPH 2mM

5.2.5 Ensayo de glutation peroxidasa

Buffer de ensayo

GSH 10 mM

NADPH 2 mM

Azida de sodio 1.125M

Enzima Glutation Reductasa 100 U/ml

VVVYY
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6. Equipos

Agitador magnético MRC®
modelo GMH-5E

Balanza analitica Sartorius

BL 120S

pHmetro OAKTON pH 510
series pH/mV°C meter
Microcentrifuga con control de
la temperatura Microfuge® 22R
Centrifuga Beckman Coulter

Estufa

7. Modelos Experimentales

Espectro UV-VIS
Espectrophotoometer DU*64
BECKMAN

Incubadora para cultivos
celulares shel lab COz2
INCUBATOR

Campana de flujo laminar
industrias Figursa Mod. CFV-90
Microspipio Confocal Modelo
FV1000

La linea celular utilizada en este proyecto para la evaluacion de la capacidad

citotoxica de las nanoparticulas fue HepG-2 (hepaticas humanas).

8. Métodos
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8.1 Preparacion de Nanoparticulas

Para la preparacion de sistemas nanoparticulados a base de PLGA, se utilizo el

meétodo de Nanoprecipitacion.
Cada sistema se preparo de la siguiente manera:

En un vaso de precipitados de 15 ml se peso la curcumina y el polimero (PLGA)
indicada para dicho sistema en el disefio experimental y se adicionan 10 ml de
acetona, se agita hasta disolver por completo los componentes, una vez disuelto

esta seré el sistema A.

Simultdneamente en otro vaso de precipitados de 50ml se preparé 20ml de PVA al
1% a pH=5 esta sera la sistema B

Posteriormente se adiciond gota a gota el sistema B en el sistema A y se mantuvo
en agitacion constante de (200 rpm) por 10 minutos desde que se adiciono por

completo el sistema B.

Una vez homogeneizado el nuevo sistema (c) y después del tiempo de agitacion
establecido con ayuda de un rotavapor se elimino la acetona a (65°C, 110 rpm, 5

minutos aproximadamente).Este sera el sistema (D)
Se Vertid el sistema resultante en un tubo conico de 50ml y refrigerar a 4°C.
Para Centrifugar el sistema se preparé de la siguiente forma.

En un tubo para ultracentrifuga se agregd 5ml de glicerol, 10 ml de agua
desionizada a pH=5 y 20 ml del sistema (D) y se centrifuga a 27,000 rpm por 1
hora a 4°C

Posteriormente se tomé 15 mL de cada tubo los 15mL mas cercanos a la interface

entre el glicerol y el agua.

Posteriormente se esterilizd por filtracion con filtro tipo pirinola de 0.45 um y se

almacena a 4°C cubierto de la luz.
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8.2 Cuantificacion de la cantidad de curcumina y polimero de

los sistemas.

8.2.1 Barrido de la Curcumina

Se prepara un stock (utilizando etanol al 80% como disolvente) de 25mg/50mL

Posteriormente se toma 1 mL y se lleva a 10 mL con etanol al 80% y obteniendo

una concentracion final de 0.05 mg/mL = 50 pg/mL
Se realiza el barrido.

Debido a que al realizar el barrido la longitud de onda superaba las 3 unidades de
absorbancia se realizo una diluciéon 1:10 tomando 1 mL de la solucién y aforando a

10 mL obteniendo una concentracion final de 5 pg/mL
Obteniéndose un pico de: 0.6882 a 430 nm
Se realizo una curva de calibracion obteniendo la siguiente ecuacion:

Y=-0.007248X + 0.14148 R?=0.9994

Abs — 0.007248

Concentracion pg/mL = 014178 = 4.8028pg/ml
48028 ug/mL y % X o= 48.0287 pg /mL

Sustituyendo en la ecuacion, las lecturas obtenidas y multiplicando por los factores
de dilucion se obtiene una concentracion final del sistema PLGA con curcumina
de: 48.0287 pg/mlL

8.3 Cuantificacion de los sistemas de PLGA con Curcumina

e Se toma un frasco d&mbar de 10ml y se deja desecando en una estufa a
30°c por 48hrs.
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Se pone a peso constante y se adicionan 5ml del sistema filtrado de
nanoparticulas.

Se deja incubando 24hrs a 30°C

Una vez que los sistemas se deshidrataron, se toma el peso

Posteriormente se agregan 2 ml de acetonitrilo y se dejan en agitacioén por 4
horas en agitador oscilatorio a 175 rpm

Una vez transcurrido el tiempo de agitacion, se toman 1.5 mL y se
centrifugan a 14000 rpm durante 30 minutos a 4°C

Se recupera el sobrenadante y se toman 200 pyL del sobrenadante y se
afora a 1 mL con etanol al 80% y se toma la lectura a 430 nanémetros

Se obtuvieron las siguientes lecturas por triplicado para el sistema de PLGA
con curcumina

» 0.5660
» 0.5100
» 0.5010
X=0.5256

De esto se tomaron 300uL y se diluyeron en 700mL de etanol al 70%

Realizando los calculos de sustituciéon en la ecuacion y factores de dilucion
se obtuvo la concentracién de: 68.1 uM

8.4 Exposicion a células

Se cultivan y mantienen células HepG-2 en placa de 6 pozos en
condiciones estériles hasta llegar a confluencia 100% a 37°C, 5% de CO:2
y 75% de humedad

Se realiza el marcaje de control

8.5 Determinacion para la actividad de glutation Reductasa

Células confluentes tratadas

Cosechar:

Retirar medio de cultivo cuidadosamente
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Lavar con 1ml de PBS no estéril frio (x2)

Adicionar 0.5mL de PBS no estéril frio

Raspar células y colocarlas en 2 tubos Eppendorf® de 2mL (guardar uno de
los tubos para determinar la actividad de glutation peroxidasa).

Centrifugar 12000rpm durante 10minutos a 4°C

Desechar Sobrenadante

Adicionar 100puL de Buffer PE frio

Homogenizar mecanicamente en vortex (no sonicar)

Centrifugara 12000rpm durante 15 minutos a 4°C

Remover el sobrenadante en tubos Eppendorf® de 200uL y conservar
a -20°C La estabilidad de la enzima es de un mes

Determinar proteinas totales

Para determinacién espectrofotométrica:

El principio de basa en el monitoreo de la oxidacion de NADPH ligado a la

reduccion de GSSG. NADPH absorbe a 340nm y su oxidacion se ve reflejada por

la disminucién de la absorbancia a esta longitud de onda.

Reactivos:

» Buffer (PE) fosfato de potasio .02M, pH=7.0 /2mMEDTA
» GSSG 20mM Preparar cada vez, soluble en agua estéril
» NADPH 2mM disolver en Tris-HCI 10mM, pH=7, Preparar cada vez

Nota: Es importante mantener la temperatura a 30°C

Para 200uL de reaccion se coloca en pozo de placa para ELISA de 96 pozos,

respetando el orden:

Tabla 3 Cantidad de reactivos a utilizar para medir la Actividad de Glutation Peroxidasa.

REACTIVOS Microlitros (ul)

Buffer de ensayo (30°C) 100
Agua destilada (30°C) cbp 80
Muestra cbp 80
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GSSG 20mM 10
NADPH 2mM 10

= Ajustar la cantidad de Agua y muestra para un volumen total de 200pL.
colocar entre 75 y 180ug. de Proteina total ajustando a los 80pL

= Antes de leer en el espectrofotdmetro, encender la Incubadora 30 minutos
antes y ajustar la temperatura a 30°C, colocar dentro el buffer PE y el Agua
esteril.

= Después de agregar todos los reactivos excepto el NADPH se cubre la
placa con papel aluminio y se coloca en la incubadora a 30°C por 10
minutos.

» Colocar la placa en el espectrofotometro.

= Agregar el NADPH

= Ligeramente agitar con la punta de la micro pipeta en forma circular

= Medir inmediata mente.

= Monitorear la disminucién de absorbancia durante 5 minutos

= Después de adicionar el NAPH no deben transcurrir mas de 15 segundos
para tomar la primera lectura.

» Para los calculos se restan los valores obtenidos del blanco menos los de la
muestra y se grafican. Luego se utiliza la siguiente formula:

mol m
—xml = — =« FD
min £

Actividad GSH PX

Donde:
m= Es la pendiente obtenida de graficar los datos

e= coeficiente de absorcion molar del NADH que es de 0.00378
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FD= factor de dilucion
8.6 Controles:

Blanco debe contener todo excepto la muestra
Control debe contener todo excepto el GSSG
100puL Buffer de ensayo PE

80uL Agua Estéril

10uL de GSSG

10pL de NADPH

YV V V V V V

8.7 Determinacion para la actividad de Glutation Peroéxidasa

= El principio se basa en el monitoreo de la oxidacién de NADPH ligado a la
formacion de GSSG acoplada a la reaccion de Glutation peroxidasa
= Buffer de Ensayo

8.7.1 Para la muestra

» A las células confluentes y tratadas retirar el medio de cultivo

= Lavar con PBS frio 2 veces

= Adicionar 500 yuL de PBS a cada pozo, raspar, recolectar la suspension
celular obtenida y dividirla en dos tubos Eppendorf (guardar uno de los
tubos para determinar la actividad de glutation reductasa).

= Centrifugar las muestras a 12 000 rpm 10’ 4 °C

» Desechar sobrenadante y adicionar 50 pl de buffer de homogenizacion
(TED) frio

» Homogenizar mecanicamente y conservar a -20 °C por un dia

» Luego centrifugar a 12 000 rpm 15’ 4°C

= Remover el sobrenadante, desechar el botén y separar de 10-5 ul para

determinar proteinas.
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8.7.2 Medicion de la Actividad

El dia del ensayo se debera de preparar los siguientes reactivos y no deberan de

ser usado en ensayos posteriores para evitar lecturas erroneas.

» NADPH 2 mM (debera de usarse dentro de las 2 horas posteriores a su preparacion)
» H202 5mM
» GSH 10mM

Para las muestras poner la cantidad equivalente a 3ug de proteinas (los
microgramos pueden ser desde 2 hasta 4) en caso de que sean menos de 20 pl
completar con el buffer de homogenizacién (TED).

Se agregan los reactivos de acuerdo al siguiente orden

Tabla 4 Cantidad de reactivos a utilizar para medir Glutation Reductasa

REACTIVOS Microlitros (ul)

Buffer de ensayo 126
GSH 10 mM 20
NADPH 2 mM 20
Azida de sodio 1.125M 2
Enzima Glutatiéon Reductasa 100 U/ml 2
Muestra 20
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Para el blanco se agregan los reactivos del 1-5y en vez de la muestra se agregan

30 uL de Buffer de homogenizacién (TED).

Se deja en equilibrio por 10 minutos a temperatura ambiente y transcurrido el
tiempo se agregan 10 pL de H202 a cada muestra, el blanco NO LLEVA
PEROXIDO.

Se toman las lecturas a partir del minuto 0 al 5

Para los calculos se restan los valores obtenidos del blanco menos los de la

muestra y se grafican. Luego se utiliza la siguiente férmula:

mol m
—xml = —=xFD
min &

Actividad GSH PX

8.8 Mantenimiento de los cultivos celulares

El mantenimiento de los cultivos celulares de la linea HepG-2 se llevé a cabo de
la siguiente manera. Se sembraron las células en suspensiébn en una caja
plasticas estéril para cultivo y se afiadi6 Medio DMEM suplementado al 10% con
SFB y al 2% de antibiético (pen/strep).

Cada 72 horas o bien cuando exista un cambio de vire de color rojo a amarillo se
debe cambiar medio, retirando el medio usado, lavando con PBS estéril 2 veces y

posteriormente agregar el nuevo medio de cultivo.

Después de 6 a 7 dias las células llegan a un estado de confluencia y
posteriormente se tripsinizan para recuperar las células en suspension y realizar

los subcultivos en placas de 6 pozos.
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8.9 Determinacion de Proteinas totales por el método

de Bradford.

Se realiza una curva estandar utilizando albumina sérica bovina (BSA) a una
concentracion de 5mg/ml y reactivo de Bradbrord diluido 1:3 (una parte de

reactivo de Bradford y tres partes de agua des-ionizada).

Los sistemas de la curva estandar se preparan en microtubos de 1.5ml de acurdo

a la siguiente tabla:

Tabla 5 Cantidad de reactivos utilizada para Medir Proteinas Totales

0 1000 0 40 160 0 0
80 920 400 40 160 16 80
100 900 500 40 160 20 100
120 880 600 40 160 24 120
140 860 700 40 160 28 140
160 840 800 40 160 32 160
180 820 900 40 160 36 180
200 800 1000 40 160 40 200
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El blanco es el primer sistema que no tiene albumina, solo es agua y solucion de
Bradford.

Para la preparacion de las muestras se toman los 10uL que se reservaron desde el
tratamiento de la muestra anteriormente descrito para la determinacion de proteinas y se
adicionan 30ml de PBS y se adicionan 160puL de solucion diluida de Bradford.

8.10 Microcultivos para microscopia confocal

Se tripsinizaron células HepG-2 y posteriormente se colocaron 500 pL de la
suspension celular en unos cubre objetos cuadrados estériles sobre una caja de
cultivo de 6 pozos y se adiciona a cada pozo 1000 pL de medio de cultivo DMEM
Advance suplementado con SFB al 10% y 2% de Antibidtico Estreptomicina

penicilina como se muestra en el esquema:

Figura 11 Preparacion de microcultivo celular.

Pasadas 24 horas de la preparacion del microcultivo o bien cuando estas estén en
un 60% de confluencia en el cubreobjetos se realizé la exposicion de 4 horas a
nanoparticulas con curcumina manejando 2 controles negativos, 2 dosis de 1uM
de Curcumina contenida en las nanoparticulas de PLGA y 2 dosis de 20uM de

Curcumina contenida en las nanoparticulas de PLGA.
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Se coloco la placa dentro de la incubadora por 4 horas a 37°C con una atmosfera

de 5% de CO2y 75% de humedad relativa en completa esterilidad

8.11 Preparacion de laminillas para microscopia confocal.

Al término de la exposicion se saco la placa cuidandola de la luz con papel

aluminio y se refrigero a 4°C por 10 minutos.

En un cuarto parcialmente oscuro, se retira el medio de cultivo y se lava dos veces
con PBS

Posteriormente se colocan sobre los cubreobjetos dos gotas de paraformaldehido

al 1% dejando reposar 30 minutos.

Pasado el tiempo se lava 2 veces con PBS y se afiade a los cubreobjetos 20uL de

4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI) por 5 minutos.
Nuevamente se lava con PBS 2 veces y se retira por completo el PBS

Posteriormente se toma un porta objetos nuevo y limpiado previamente con etanol
al 70% y se coloca un agota de PVA-DABCO.

Se retira el cubreobjetos del pozo con ayuda de un bisturi y ser cuidadosos de no
perder la parte con las células y colocarlo boca abajo en el portaobjetos cuidando

no formar burbujas como se muestra en el diagrama.

» Cubreobjetos con células abajo

»

»  PVA-BABCO

- —>

Porta objetos

Figura 12 Esquema de montaje de Microcultivo celular
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Una vez montada la laminilla se deja reposar 1 hora y posteriormente se coloca un
poco de barniz transparente alrededor del cubreobjetos con el fin de que no se

mueva mas el cubreobjetos.

Se deben refrigerar a 4°C y cubiertas de la luz y ser revisadas por un lapso no

mayor a 3 meses.

8.12 Metodologia en diagrama general.
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9. Resultados y Analisis de resultados.

9.1 Exposicion a células HepG-2 a diferentes concentraciones de

curcumina

9.1.1 Resultados Glutation Perdxidasa.

Tabla 6: Resultado de la Actividad de Glutatién Peréxidasa en cultivos expuestos a

Curcumina sola y a Nanoparticulas con curcumina

Curcumina sola

Concentracion Actividad de qutgtién peroxidasa | Actividad de qutgtién peroxidasa
(mol/min*mL) (mol/min*mL)

Control 3.07251072 2.96968726

0.2 uM 3.68165779 1.19415048

2 uM 1.73810979 1.76445572

5uM 2.18077766 1.81300909

10pM 2.36380122 2.08700762

20uM 2.84433401 2.74884257

H,0, 5 mM 2.04866061 2.01584598
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Glutation Peroxidasa
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Grafico 1: Comparacién de resultados de Actividad enzimatica de Glutation Perdxidasa en
(mol/min*mL) de sistemas a diferentes concentraciones de Curcumina sola (se muestran con Una
“C” después de la concentracion con una linea color naranja) y cargada en Nanoparticulas (Linea
Azul).

El andlisis estadistico fue elaborado con el programa Origin Lab® 2015 en el cual
se realizaron los andlisis de Anova y las prueba multiple de rango (turkey) con un
nivel de confianza de 95% para determinar que si existe diferencia significativa
entre la exposicion con diferentes concentraciones de Curcumina sola y en

nanoparticulas frente a un control negativo y un control expuesto a H202 al 50mM
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Las letras mostradas arriba de las barras del histograma muestran la relacion que
existe entre las barras, las Barras con la misma letra nos dice que no existen
diferencias significativas entre ellas y cuando la letra es diferente existen

diferencias significativas entre los datos analizados

Las células de la linea celular HepG-2 mostraron una disminucion la actividad de
la enzima glutation peréxidasa en las concentraciones de 2, 5, 10 y 20 pM a
excepcion de la concentracion de 0.2 uM en la que se vio un aumento de esta

actividad.

Como puede apreciarse en el grafico 2 con respecto a los sistemas con solo
curcumina todos presentan una relacién significativa con respecto al control, por
lo que se podemos decir que la curcumina por si sola en concentraciones de entre
2 y 10 uM disminuye la actividad de la enzima glutation peroxidasa pero no de una
forma significativa esto puede deberse principalmente a la baja solubilidad de la
curcumina en medio acuoso y que tiene una biodisponibilidad de absorcion en

cuerpo de 1% aproximadamente.

Por otra parte si se observa la actividad enzimatica de los sistemas tratados con
las nanoparticulas cargadas con curcumina se puede ver que en las primeras
concentraciones la actividad es notablemente mas reducida, mientras que en las
altimas dos concentraciones se ve un aumento, esto se debe principalmente a que
las nanoparticulas efectivamente estdn ayudando a la curcumina a entrar a la
célula. (Elio, 2014)
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9.1.2 Resultados Glutation Reductasa

Tabla 7: Resultado de la Actividad de Glutation Reductasa de Curcumina sola 'y

Cargada en Nanoparticulas.

Curcumina sola
Concentracion Actividad de glutation Reductasa Actividad de glutation Reductasa
(mol/min*mL) (mol/min*mL)
0.2 uM 2.00663738 1.55462754
2 uM 0.55555554 1.78514072
5uM 0.91717078 2.5991872
10puM 1.06629954 3.03296045
20uM 1.50872582 451876668
H202 5 mM 1.02006938 2.7571449
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Glutation Reductasa

Actividad mol/min *ml

Grafico 2: Comparacién de resultados de Actividad enzimatica de Glutation Reductasa en
(mol/min*mL) de sistemas a diferentes concentraciones de Curcumina sola (se muestran con Una
“C” después de la concentracion con una linea color naranja) y cargada en Nanoparticulas (Linea
Azul).

En el caso de la glutation reductasa al observar la concentracion mas baja de
0.2uM podemos notar que esta es muy cercana al control y no hay una diferencia
significativa esto se debe principalmente a dos razones, la baja concentracion que

se uso y la baja solubilidad acuosa que como ya se menciono tiene la curcumina,
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esto ocasiond que existiera muy poco efecto sobre la célula principalmente y la

biodisponibilidad fuera muy baja.

Por otra parte las concentraciones de entre 2 y 20uM de curcumina sola, si
presentaron una disminuciéon muy notoria de la actividad de la enzima GRd a
diferencia de los sistemas de PLGA-Curcumina en los cuales la disminucién de la
actividad de la GRd se vio disminuida pero se relaciona significativamente con el

control.

En relacion con las nanoparticulas cargadas con curcumina, se puede apreciar
también que la concentracion mas alta 20 pM presento un aumento de la
actividad, esto puede deberse principalmente a que las nanoparticulas como
nanoacarreadores fueron eficaces en incorporar la curcumina a las células pero
elevadas concentraciones de esta puede estar afectando el sistema oxidoreductor
de la célula ya que concentraciones elevadas de curcumina, pueden presentar un

efecto adverso. (Ornchuma Naksuriya, 2013)

Por ultimo al ser comparada la actividad de las dos enzimas GRd y GPx con el
control positivo de H202, en los dos casos se vio una disminucién que no tiene
diferencia significativa con el control negativo, esto se puede explicar debido al
tiempo de exposicion, ya que la actividad de las enzimas disminuye desde las
primeras dos horas de exposicidbn y va disminuyendo mas hasta las 24 hrs
obteniendo una diferencia més significativa con el control negativo a una dosis de
50 mM de H202 (Tumminia SJ, 1997) Por lo que nosotros no pudimos tomar como
referencia la actividad de esta exposicion debido a que fue muy poco tiempo de
exposicion, pero si podemos notar que el resultado fue en base a la literatura

mencionada con una disminucién en ambas enzimas.

Cabe mencionar que es importante abundar en el estudio de los efectos bioldgicos
asociados a la exposicién de las Nanoparticulas de interés en este trabajo con
objeto de conocer otros mecanismos moduladores oxido reductores que

contribuyan a la homeostasis celular. Este trabajo sentara las bases para

Delgadillo Lara Carlos Alfredo Pagina 64



ESTUDIO DE LA LOCALIZACION DE NANOPARTICULAS A BASE DE ACIDO-POLILACTICO-CO-GLICOLICO (PLGA)
CON CURCUMINA Y SU ACTIVIDAD SOBRE LAS ENZIMAS GLUTATION PEROXIDASA Y REDUCTASA.

continuar su estudio en el laboratorio de Toxicologia Celular de la UIM en la FES-

Cuautitlan.

Las nanoparticulas discutida en esta seccion tienen como objetivo principalmente
lograr una mayor solubilizacidén de la curcumina, pero al mismo tiempo proteger la
curcumina contra la inactivacion por hidrdlisis. La formulacion debe estar
preparada y cargada por las Nanoparticulas de manera eficiente y debe conservar
curcumina para el periodo de tiempo requerido. Algunas formulaciones son
dirigidas hacia una liberacién prolongada de la curcumina, mientras que otras

tienen mecanismos adicionales para la entrega celular o liberacion intracelular.

Con objeto de conocer si las Nanoparticulas en estudio son incorporadas a las
células hepéticas, se realizd el analisis de la localizacién de nanoparticulas de
PLGA cargadas con curcumina por microscopia confocal y Considerando la
propiedades fluorogénicas de la curcumina se obtuvieron preparaciones celulares

gue después de contratefiir al nacleo con DAPI pudimos ver su distribucion.

Las células se expusieron a Nanoparticulas que contenian curcumina. La cantidad
total de curcumina representaba dos dosis, una baja de 0.2 uM y una dosis alta de
20 pM y sus respectivos controles negativos a los cuales solo se les expuso con

DAPI para poder observar el nucleo.
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10 Imagenes

10.1 Controles negativos

Se muestran los controles negativos de microcultivos de Células HepG-2 en a la
izquierda (A) se observan células vistas a 397 nm vy a la derecha (B) el mismo
campo pero visto a 514nm longitud de onda de la curcumina con un aumento de

40X Concentracion de 0.2 mM
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10.2 Dosis Baja

E

Se observan las Imagenes obtenidas con un aumento de 20x en la imagen
superior izquierda (C) se observa los nucleos de las células a 397 nm la de la
parte superior derecha (D) a 514 la longitud de onda de la curcumina y la imagen

inferior (E) muestra la co-localizacion de las dos imagenes.
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H

De igual forma y en el mismo orden se observan las imagenes obtenidas con un
aumento ahora de 40x en la imagen superior izquierda (F) se observa los nucleos
de las células a 397 nm la de la parte superior derecha (G) a 514 nm la longitud de
onda de la curcumina y la imagen inferior (H) muestra la co-localizacion de las

dos imagenes a un aumento de 60X.
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K

Celulas tratadas a dosis baja 0.2 mM Imagenes obtenidas con un aumento de
100x en la imagen superior izquierda () se observa los ndcleos de las células a
397 nm la de la parte superior derecha (J) a 514 nm la longitud de onda de la

curcumina y la imagen inferior (K) muestra la co-localizacién de las dos imagenes.
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10.3 Dosis Alta

Hepg2 concentracion de 20 mM

N

Células Tratadas a una dosis Alta 20 mM Iméagenes obtenidas con un aumento de
20x en la imagen superior izquierda (L) se observa los nucleos de las células a
397 nm la de la parte superior derecha (M) a 514 nm la longitud de onda de la

curcumina y la imagen inferior (N) muestra la co-localizacion de las dos imagenes.
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100pm

100pm

Q

Tratamiento de las células a Dosis alta 20mM De igual forma y en el mismo orden
se observan las imagenes obtenidas con un aumento ahora de 40x en la imagen
superior izquierda se observa los nucleos de las células a 397 nm la de la parte
superior derecha (O) a 514nm la longitud de onda de la curcumina (P) y la
imagen inferior (Q) muestra la co-localizacion las dos imdgenes a un aumento de
60X.

Delgadillo Lara Carlos Alfredo Pagina 71



ESTUDIO DE LA LOCALIZACION DE NANOPARTICULAS A BASE DE ACIDO-POLILACTICO-CO-GLICOLICO (PLGA)
CON CURCUMINA Y SU ACTIVIDAD SOBRE LAS ENZIMAS GLUTATION PEROXIDASA Y REDUCTASA.

Como se puede apreciar en las imagenes tomadas por el Microscopio confocal
F10, se observa clara mente los ndcleos tefiidos de azul a la longitud de onda del
DAPI y mostrando que estos se encontraban en perfectas condiciones. Debido a
el tipo de microscopio y el software que emplea no fue posible capturar la imagen
en campo claro para delimitar el area de la célula. Asi mismo en la imagen del
control tomada a la longitud de onda en la que emite la curcumina, no se observa
nada, lo que fue muy bueno ya que demuestra que no existio interferencia de
emision de moléculas contenidas en la célula y que pudiera hacer interferencia

con la curcumina y se tuviese que usar otro colorante para realizar la contratincion.

En el caso de la dosis baja se puede apreciar que las células estan en buen
estado, y al observar a la longitud de onda de la curcumina es claro que se

encuentran dentro de estas. Al observar la imagen mas cercana a 100x.

En cuanto a la dosis Alta, cabe sefialar que fue mas dificil conseguir imagenes de
esta concentracion pero de igual forma fue evidente la incorporacién dentro de la
célula e incluso en el ndcleo. Aunque probablemente a esta concentracidon
causaba efectos adversos en la célula por lo encontrar células viables era mas
dificil.

Es importante sefialar que se realizaron repeticiones de este ensayo en el cual en
el primero se pudo observar claramente la incorporacion de las nanoparticulas en
el nucleo de las células HepG-2 y reafirmarlo al observar la animacion en 3D para
quitar la duda de si realmente estaban las nanoparticulas dentro del nucleo o solo
se sobreponen sobre este y al ver en 2D se veia encima de este.
Para el segundo experimento se us6 otro lote de nanoparticulas el cual fue
preparado con diferentes condiciones de preparacion debido a la falla del
rotavapor utilizado para la evaporacién de la acetona y se disminuyeron las
revoluciones de agitacion lo que ocasion0 probablemente que se obtuvieran
tamafios de nanoparticulas mas grandes a pesar que fueron filtradas para
homogeneizar su tamafio, lo que afecto la entrada en el nucleo al observarlas de
nuevo en el microscopio confocal pero si se mostraban mas abundantes alrededor

de este.
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11. Conclusioén

Se lograron conocer los efectos de la actividad enzimatica de glutation reductasa
(GRd) y glutation peroxidasa (GPx) asociados a la exposicion de las de
nanoparticulas preparadas a base de PLGA con curcumina y la comparacion con

curcumina sola.

La GRd es una enzima de gran importancia para la célula debido a su
participacion en la regeneraciéon del GSH, el cual como hemos visto, resulta de
extrema utilidad para la defensa autoxidante ya que su participa en los
mecanismos para eliminar las especies reactivas del oxigeno. Su importancia de
la GRd y la Gpx se constata en el papel que ésta desempefia en la etiologia y
fisiopatologia de muchas enfermedades de importancia médico-social, en las que
su estudio puede ser utilizado para una mejor comprension de estas entidades con

fines diagnaosticos, prondsticos y hasta terapéuticos.

Consiguio confirmar los efectos antioxidantes que tiene la curcumina sobre las
células hepaticas y la efectividad que tiene al administrarla en nanoparticulas de

PLGA como nanoacarreadores

Se logro ver el efecto de la enzima glutation Peroxidasa y la disminucion evidente
que tuvo cuando fue expuesta a dosis baja de nanoparticulas cargadas con
curcumina a diferencia de la glutation reductasa la cual mostro mejor benefico al

exponerla por si sola a dosis baja.

Se consigui6 observar la internalizacién de las nanoparticulas de PLGA cargadas
con curcumina por medio de microscopia confocal por lo que se concluye que son

excelentes nanoacarreadores de curcumina.
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