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OBJETIVOS

Objetivo General

Sintetizar nanoplataformas de configuracion Quitosano/cisplatino (Q/Cis) y Quitosano
tiolado/cisplatino (QSH/Cis) mediante la técnica de gelacion ionotrépica, y caracterizar sus

propiedades fisicoquimicas.

Objetivos Particulares

1. Realizar la modificacion estructural del polimero quitosano con la adicion de grupos tiol,
llevar a cabo su Caracterizacion estructural.

2. Sintetizar nanoparticulas de quitosano nativo y quitosano modificado con grupos tiol por
el método de gelacién ionotrépica, cargadas con cisplatino.
Evaluar las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas.
Cuantificar la capacidad de atrapamiento de las nanoplataformas Q/Cis y QSH/Cis.
Estudiar el efecto de las condiciones de concentracion de agente entrecruzante iénico
tripolifosfato de Sodio (TPF).
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RESUMEN

Recientemente se han realizado diversos estudios con avances sobresalientes en investigacion
de nanotecnologia y nanociencia para su aplicacion en biomedicina. Existe un optimismo notable
en que esta tecnologia proveera de novedosas herramientas para diagndstico y tratamiento de
enfermedades. La esperanza se centra en que las particulas, los dispositivos y los materiales
sean disefiados de manera que, puedan tener interaccion con los materiales biol6gicos de una
manera mas eficiente, directa e incluso precisa, esto debido a que por sus dimensiones tienen la
capacidad de acceder a ciertas areas del cuerpo de dificil acceso como el cerebro y células
individuales. De acuerdo a este contexto el objetivo del presente trabajo fue la sintesis y
caracterizacion fisicoquimica de nanoplataformas de configuracion Q/Cis y QSH/Cis, asi mismo,
se plante6 evaluar su potencial aplicacién en la liberacién e internalizacién de farmaco. Para esto
se propuso el método de sintesis por gelificacion idnica con diferentes relaciones molares de
quitosano y entrecruzante anionico, de esta manera mediante la interaccién electrostatica del
compuesto inorgénico con quitosano, se formé espontaneamente la encapsulacion de farmaco
antineoplasico cisplatino. De acuerdo a lo anterior se sintetizaron nanoplataformas biopolimero-
farmaco, las cuales fueron caracterizadas fisico quimicamente en el equipo Zetasizer nano Zs en
el cual se obtuvieron resultados de distribucion de tamafio de 332.20 nm en promedio, y su
potencial zeta el cual fue 30.62 mV en promedio para nanoplataformas de configuracion Q/Cis, y
para nanoplataformas de QSH/Cis los resultados fueron 201 nm en su distribucion promedio de
tamafio y de 21.30 mV para potencial zeta. La eficiencia de atrapamiento de las nanoplataformas
se midié indirectamente por espectroscopia ultravioleta-visible, dando como promedio de
porcentaje 39.10% para nanoplataformas Q/Cis y 57.76% para nanoplataformas QSH/Cis. En
consideracion a estos resultados se hizo un andlisis para evaluar el efecto de las concentraciones
y relaciones molares mostrando que, las sintesis con mejores condiciones para llegar a ser
propuestas como sistema de liberacion de farmacos fueron las nanoparticulas de configuracion
QSH/Cis y en el conjunto la relacion molar 1:5.1 de QSH/TPF. En consideracion a lo anterior, el
desarrollo y sintesis de nanoplataformas biopolimero-farmaco resulta una propuesta interesante
y con potencial aplicacién en el campo de biomedicina. Cabe destacar que al modificar el
biopolimero con la adicion de grupos tiol se exhiben mejores propiedades fisicoquimicas, lo cual

le confiere a las nanoplataformas un incremento de sus capacidades.
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INTRODUCCION

Avanzando en el tiempo la nanotecnologia nos permite investigar nOveles caracteristicas de
atomos y moléculas con una prospectiva impresionante. Su actual impacto en la generacion de
conocimiento y tecnologia para diversos problemas es indudable, teniendo incidencia notoria en
diversos sectores y actividades productivas. Ademas, siendo una ciencia multidisciplinaria capaz
de integrar varios conocimientos a un campo de estudio, llevando su potencial a nanomedicina,
resulta una propuesta interesante y de gran avance para enfrentar enfermedades de relevancia
a nivel nacional, y con esto impulsar el bienestar y el desarrollo de nuestro pais. Una problemética
actual en el sector salud es el cancer de mama, el cual es el mas frecuente en las mujeres tanto
en paises desarrollados como en desarrollo. Aunque existen estrategias de prevencion que
reducen en consideracion los casos, no se ha logrado disminuir de manera significativa su tasa
de mortalidad. En México es causante de aproximadamente 6000 defunciones al afio en mujeres
de 25 aflos 0 mas. Considerada asi la primera causa de muerte por neoplasia maligna. Es por
esto que es importante enfocar estudios en diagndstico y tratamiento de forma apremiante (INSP
2011).

Entre los agentes anticancerigenos eficaces para muchas neoplasias malignas se
encuentra cisplatino, el cual se une covalentemente a ADN perjudicando la proliferacién celular e
induciendo apoptosis. Sin embargo, su régimen de tratamiento en el campo clinico necesita ser
mejorado o modificado, debido a su toxicidad grave contra el cuerpo humano, ya que produce
nefrotoxicidad aguda, y neurotoxicidad crénica. Recientemente se ha reportado que incorporando
el farmaco a una nanoparticula puede aumentar la acumulacién en su sitio de accioén y al mismo
tiempo reducir los efectos secundarios causados por la exposicién sistémica. El disefio para la
liberacion selectiva de farmacos es un método que brinda proteccién del compuesto, por lo cual,
aumenta el tiempo en circulacion y la dosis activa antes de alcanzar su objetivo (Curtis y col.,
2016; Kai y col., 2015; Lee y col., 2013; Sanchez-Cano y Hannon 2009).

Con caracteristicas particulares, las nanoparticulas presentan ventajas sobre otras formas
de suministro convencionales, debido a que el tamafio de estas es determinante en una entrega
selectiva de medicamentos y su internalizacion celular. Quitosano es un polisacérido lineal natural
policatibnico obtenido por N-desacetilacion parcial de quitina; el cual muestra multiples
propiedades antibacterianas, antifungicas, anticancerigenas y curativas en heridas, ademas, de
ser biodegradable y con mucoadhesién, por todo ello se ha utilizado ampliamente en el desarrollo

de sistemas potencialmente innovadores para la liberacion de farmacos, como por ejemplo,
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nanoparticulas de metrotexato cargadas en quitosano (Cerchiara y col., 2015; Goycoolea, 2009;
Hashad y col., 2016; Sarwar y col., 2015).

Quitosano tiolado es un nuevo derivado de la sintesis de quitosano, cuyas propiedades
de particula muestran una fuerte cohesion dando como resultado una mayor estabilidad. Por lo
cual esta modificacion puede ser determinante en caracteristicas bioldgicas y funcionales. De
acuerdo a estos argumentos se propone desarrollar nanoestructuras novedosas de
biopolimero/farmaco, funcionales en carga y liberacion controlada de medicamentos en la etapa
de tratamiento, siendo capaces de tener participacién en procesos terandsticos a nivel celular
(Goycoolea, 2009; Martien y col., 2017).

En este trabajo se describe la sintesis de novedosas nanoplataformas biopoliméricas de

Q/Cis y QSH/Cis por el método de gelificacién idnica.
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Capitulo 1. ANTECEDENTES

1.1 Historia de la nanotecnologia

La primera persona que utiliza el concepto de “nanotecnologia” fue el fisico Norio Taniguchi para
describir su trabajo titulado “On the basic concept of nano-technology” expuesto en el afo de
1974 (Chiancone, 2012).

En el afio 1959 el Dr. Richard Feynman (figura 1), impartié en el Instituto de Tecnologia
de California su conferencia titulada “hay mucho espacio en el fondo” la cual es considerada como
el punto de inflexién conceptual de la vision de la nanotecnologia. Durante esta platica propuso
los cimientos para abordar este nuevo campo de estudio, lo que significaria mucho tiempo
después un mundo nanotecnolégico. En esta platica Feynman expreso sus ideas de controlar,
manipular, y fabricar objetos en pequefias dimensiones. De acuerdo a su discurso expresaba
“Los principios de la fisica, tal como yo los veo, no niegan la posibilidad de manipular las cosas
atomo por atomo. Al no violar ninguna ley, no hay motivo para que no pueda hacerse”. A lo que
también agrego “En el mundo de lo muy, muy pequefio, muchas cosas nuevas podran suceder,
porque los atomos se comportan de manera distinta a como lo hacen los objetos a mayor escala,
pues deben satisfacer las leyes de la mecanica cuantica”. Y finalizaba expresando “A nivel
atémico, aparecen nuevos tipos de fuerza, nuevas posibilidades, nuevos efectos” (Chiancone,
2012; Gelfert, 2012; Rogers y col., 2014).

En los afios siguientes gracias a los avances y descubrimientos de herramientas
experimentales fue posible la observacion y manipulacion de atomos. En 1982 con la invencién
del microscopio de barrido de efecto tinel, al igual que en 1985 la invencién del microscopio de
fuerza atémica el cual puede operar muestras bioldgicas para mostrar los efectos de las fuerzas
atomicas. También en ese mismo afio se dio el descubrimiento de los fullerenos los cuales
pueden considerarse como esferas estables de 60 atomos de Carbono de dimensiones
nanomeétricas. Afios mas tarde en 1991 sucedié el descubrimiento de nanotubos de Carbono por
el fisico japonés Sumio Lijma, los cuales son considerados con propiedades eléctricas no usuales
y una fortaleza superior a la del acero, ademas, tienen la capacidad de encapsular materiales lo
que amplifica su campo de estudio en diversos temas como, salud, electrénica o informética. Mas
recientemente en el afio 2002 se desarroll6 un novedoso microscopio electrénico con un alto

poder de resolucion que alcanza el radio de un atomo de Hidrogeno (Chiancone, 2012).
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Figura 1. Richard Phillips Feynman, premio nobel de fisica 1965.

Fuente: Investigacion y Ciencia, 2013.

1.1.1 Nanotecnologiay nanociencia

Se puede definir a la nanotecnologia como la capacidad técnica para la construccion, produccion
o disefio de dispositivos y estructuras en escala atbmico moleculares es decir nanométrica, con
caracteristicas novedosas. Al ser una tecnologia multidisciplinaria involucra la integracion de
todos los campos de la quimica, como, quimica organica, quimica inorganica, quimica analitica y
gquimica tedrica, ademas de otras areas cientificas como biologia, ciencias de materiales y fisica,

como se observa en la figura 2 (Bawa y col., 2005; Cebada, 2002).
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Figura 2. La nanotecnologia como una ciencia multidisciplinaria.

Fuente: Risk, 2015.

Una definiciéon de nanociencia es la integracion de metodologias y conocimientos para la
fabricacion, caracterizacion y estudio de estructuras funcionales en el intervalo de dimensiones
nanométricas. Las caracterizaciones de estos nuevos materiales incluyen analisis de propiedades
fisicas, quimicas, mecanicas, magnéticas, eléctricas u Opticas, asi como el estudio de la

interaccion de estas caracteristicas con otras nanoestructuras (Cebada, 2002).

Existe un consenso en la comunidad cientifica de emplear la nanociencia y nanotecnologia
para involucrar tanto la investigacion y el desarrollo tecnolégico a nivel atbmico, molecular y
macromolecular a intervalos de 1-100 nm; asi como la creacion y utilizacién de estructuras,
equipos y sistemas con propiedades novedosas y por Ultimo la habilidad de controlar y manipular
esas moléculas a escala atdbmica. De esta manera durante los ultimos afios han existido diversas
investigaciones centradas en semiconductores, microelectronica y polimeros, estos ultimos
tienen importante atencion entre grupos de estudio de la comunidad cientifica como por grupos

de nuestra universidad. La importancia de su estudio esta basada en la busqueda de aplicaciones
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potenciales de estos materiales en biomedicina (Bonaccorsi, 2007; Cebada, 2002; Rogers y col.,
2014).

1.1.2 Propiedades a escala nanométrica

Hablando de dimensiones un nandémetro corresponde a una milésima de millonésima de un metro
y el prefijo “nano” tiene el significado “enano” en griego. Para tener una vision de lo que esto
representa se muestra la figura 3, en la cual se esquematizan tamafios y comparaciones de

diversos sistemas cotidianos en el &mbito de la ciencia (Ranjan y col., 2014; Risk, 2015).

)
.

Atomos de Si ADN Glébulos rojos Ceniza Hormiga
0,1 nm (distancia) (didmetro) 2-12 nm 4 um 15 ym 5 mm
JA 1 nm 1I0nm 100nm  1pm 1cm

3 $3° ' A
X |
°3

Moléculas Bactert Célula Célula
pequenas Virus €M@ animal  vegetal
0,5-5 um 0,2 mm
~1nm 10-300 nm 20 uym 35 um

Figura 3. Tamafios y comparaciones a escala nanométrica.
Fuente: Britto y col., 2012.

Hasta la naturaleza nos evidencia maquinas moleculares biolégicas las cudles sirven
como inspiracién en la innovacion de materiales a dicha escala, por ello se piensa en la
nanotecnologia como un potencial avance para la resolucion de multiples problemas, gracias a
sus diversas aplicaciones ayudara al desarrollo de servicios en escala nhanométrica, lo que lo

convierte en un interesante desafio muy prometedor (Chavez-Castillo y col., 2016; Risk, 2015).
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Las causas de las nuevas caracteristicas de estos sistemas nanoestructurados no son de
descubrimiento reciente, ya que con el desarrollo de la mecanica cuantica en la primera mitad del
siglo XX se tenia conocimiento de ello. Sin embargo, nos interesa destacar el incremento de
relacién superficie-volumen. Esto se puede explicar de la siguiente manera: si se tiene particulas
de un material con una superficie determinada, y, lo empezamos a llevar a escala hanométrica
crecerd la superficie por unidad de masa, esta caracteristica les confiere gran utilidad a diversos
materiales (Chiancone, 2012).

También, a dimensiones nanométricas hay un marcado dominio de efectos cuanticos en
los materiales, por lo cual resulta la aparicion de cambios cualitativos en sus caracteristicas. Se
considera como nanomaterial a aquel, que tenga al menos en una de sus dimensiones un tamafio
menor a cien nanémetros, de esta manera, es posible construir materiales tridimensionales,

bidimensionales y unidimensionales (Chiancone, 2012; Ranjan y col., 2014).

1.1.3 Ejemplos de aplicaciones en nanotecnologia

En el campo de la salud actualmente se desarrollan nanoparticulas de plata con propiedades
bactericidas para diversas aplicaciones, sistemas destinados a llevar principios activos a
moléculas o células diana seleccionadas, encapsulacién de nanomateriales, nanosensores,
biomembranas artificiales etc. También se diseflan telas para vestimenta con propiedades
bactericidas o repelentes al igual que productos deportivos con mayor elasticidad y resistencia.
En electronica se desarrollan nuevos circuitos para mejorar el procesamiento de datos y
capacidad de almacenamiento. En la industria de la construccion hay novedades en la fabricacion
de pinturas y aislantes térmicos. En el sector industrial se fabrican sistemas de extraccién de

contaminantes del aire y del agua (Chiancone, 2012; Ranjan y col., 2014).

De acuerdo a esto, se evidencia una apremiante exigencia para seguir el desarrollo, la
manipulacion y construccion de materiales en escalas nanométricas. Es decir, proponer

estructuras y sistemas cuyos tamafios oscilen desde 1 a 999 nm (Cebada, 2002).
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1.1.4 Sistemas nanoestructurados

La reduccion a escalas nanométricas no solo impacta en el tamafio de los materiales, sino que
se adentra a un intervalo de dimensiones que nos lleva a estudiarlos desde un punto de vista
cuantico, lo cual tiene una diferencia notoria en las caracteristicas fisicas y quimicas que
presentan estos en comparacion con sus propiedades macroscépicas. Por esta razén la
comunidad cientifica asegura que esta transicion de dimensiones a escalas hanométricas es un
cambio determinante en la producciéon de ndveles materiales. La nanotecnologia implica un
marcado cambio de la mecanica clasica a la mecanica cuantica al tratar con materiales de
tamafios cercanos a las distancias interatomicas, es de importancia atender conceptos como
fuerzas de interaccion, fuerzas de enlace y uniones quimicas debido a que se trabaja con

sistemas de mayor complejidad (Arias, 2005; Rogers y col., 2014).

Las caracteristicas de un material estan en dependencia del ordenamiento de sus 4&tomos,
condiciones de presion y temperatura, sus enlaces, y la densidad de carga del material, esto
ultimo se define como la distancia promedio en la cual una carga se desplaza colisionando con
otras para poder llevar su libre desplazamiento al interior del material. Dichas cargas al ser
sometidas a un confinamiento pueden dar lugar a modificaciones del material. Ejemplo de ello es
la figura 4, la cual muestra una esquematizacién a dimensiones y escalas que pueden sufrir los
materiales. En la figura 4-a no existe tal confinamiento de a&tomos y cargas por lo cual estos se
encuentran en todo el material y sus cargas se mueven infinitamente en el volumen total de este.
Las caracteristicas fisicas de dichos materiales son las tradicionalmente conocidas como

propiedades en bulto (Arias, 2005).

Asi bien, si se reduce en una dimension (figura 4-b), como por ejemplo el ancho entonces
obtenemos materiales con una capa delgada en su geometria. De este modo han sido reportadas
propiedades totalmente distintas a las propiedades de materiales en bulto. Como por ejemplo
Acosta-Diaz y col., en el afio 2009 trabajaron las caracteristicas estructurales y morfolégicas de
peliculas de Oxido de tungsteno sintetizadas por el método sol-gel y reportaron la formacion de
cristales con longitudes de cientos de nanOmetros agrupadas en estructuras complejas,

mejorando con esto la adherencia y homogeneidad de las peliculas

Continuando con la reduccion de dimensiones y confinamiento en dos dimensiones (figura
4-c) se forman lo que se conoce como hilos cuanticos, de modo que el movimiento de las cargas

en estos materiales esta limitado a una sola dimension, ejemplo de ello tenemos a trabajos
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realizados donde se estudiaron aplicaciones potenciales de los hilos cuanticos, en interacciones
de estos con la luz, lo cual podria ser til para el desarrollo de futuras generaciones de sensores
Opticos (Gdmez-Campos y col., 2009)

Al final es posible reducir alin mas las dimensiones del material (figura 4-d), resultando de
esta manera lo que se denominan puntos cuanticos, en este caso se habla de geometrias con
limitaciones en sus tres dimensiones, las cuales estdn siendo de gran interés por sus
caracteristicas y propiedades fisicas para posibles aplicaciones futuras que pueden ser
generadas gracias a la nanotecnologia. En la actualidad la comunidad cientifica y los grupos de
investigacion centran sus esfuerzos en tratar de reproducir los dispositivos conocidos en macro

escala, pero ahora llevarlos a escala nanométrica (Arias, 2005).
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Figura 4. Esquematizacion de materiales con confinamiento en sus dimensiones. (a) Material en
volumen o bulto, (b) material en capa, (c) material en hilo cuantico y (d) material en punto

cuantico.

Fuente: Arias 2005.
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1.1.4.1 Sintesis de sistemas nanoestructurados. Los métodos de sintesis de
nanomateriales generalmente se dividen en dos categorias “bottom-up” (de abajo hacia arriba o
“top-down” (de arriba hacia abajo), como se observa en la figura 5. Este ultimo método es
efectuado a partir de materiales con grandes dimensiones los cuales son reducidos hasta lograr
alcanzar tamafios nanométricos lo cual se lleva a cabo a través de métodos fisicos como el
desgaste o la molienda. EI método bottom-up se basa en la construccion de nanoestructuras a
partir de moléculas o &tomos en soluciones liquidas o gaseosas, una analogia semejante a la
sintesis de ADN, estructuras celulares o proteinas en sistemas biolégicos (Flores, 2014; Zhang y
col., 2014).

(Métodos Fisicos)

(Métodos Quimicos)

Figura 5. Esquematizacion grafica de los dos métodos para preparar nanoparticulas.
Fuente: Colonia, 2013.
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1.2 Cancer

Actualmente, México presenta una marcada transicion epidemioldégica con un aumento de
enfermedades no transmisibles como, hipertension arterial, obesidad, diabetes y cancer, las
cuales son las primeras causas de morbimortalidad en nuestro pais (Sistema nacional de

vigilancia epidemioldgica, 2014).

La enfermedad de cancer se origina en una célula a nivel de su ciclo celular
esquematizado en la figura 6, este comprende etapas definidas perfectamente, en las cuales, se
lleva a cabo la duplicacién de la informacion genética y de este modo da paso a la replicacion
celular. En dicho ciclo existen puntos de control o verificacién, de este modo, cuando la
informacién genética no se encuentra en buen estado, es detectado por esos puntos y como
consecuencia se activan una serie de sefales en cascada que conducen a la apoptosis celular
Por otro lado, en una célula cancerosa los puntos de verificacion son incapaces de reconocer el
dafio genético, debido a que se encuentran alterados, de esta manera se permite que una célula
con mutacién genere otra célula igual. Las alteraciones de estos mecanismos pueden ocurrir
directamente desde el ADN o por medio de mecanismos que resultan de una transcripcion

anormal en los genes (Angulo y col., 2013; Cruz y col., 2014; Vermeulen y col., 2003).

Todo esto tiene como resultado un desbalance entre los procesos de replicacién vy
apoptosis, entonces, nuestro cuerpo genera mas células de las que en realidad necesita para
seguir realizando sus funciones, lo que ocasiona una masa celular que normalmente se conoce

como tumor (L6pez y col., 2012; Vermeulen y col., 2003).

1.2.1 Epidemiologia del cancer de mama

El cancer de mama actualmente se muestra como un problema de salud publica con tintes
epidemioldgicos, lo cual repercute negativamente a millones de pacientes y familiares en el
mundo, derivando problemas como cambios en la calidad de vida, y carga econémica, tanto para

los sistemas de salud como para la sociedad en general (Golubnitschaja y col., 2016).
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Figura 6. Esquematizacion del ciclo celular. S: Sintesis. G2-intervalo 2: Gap 2. M: Mitosis. G1:

Gap l-intervalo 1

Fuente: Silva-Marquez y col, 2011.

A nivel mundial es frecuente, y se posiciona como la segunda neoplasia maligna en la
poblacion. Datos estimados muestran 1.67 millones de nuevos diagndsticos anualmente, estos
representan el 25 % de los casos de cancer en mujeres. Con aproximadamente 152,000 nuevos
diagndsticos anuales es considerado también como la primera causa de muerte por neoplasia
maligna en la mujer latinoamericana, con indices de incidencia mas alta en paises sudamericanos

como Argentina y Uruguay (SSA, 2015).

Atendiendo nuestro pais, desde el afio 2006 el cancer de mama desplazoé al cancer cérvico
uterino, para pasar a ser la principal causa de muerte por cancer en la mujer. Se estiman
aproximadamente 20,000 nuevos casos anuales. Durante el afio 2013 se registraron 5,405
defunciones. Con una tasa de mortalidad de 22.6 % en Sonora, solo por detras de Coahuila cuya

tasa fue de 24.2%. Los datos muestran una tendencia en orden ascendente, por lo cual es
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considerado la principal causa de muerte por tumor maligno tanto en paises en vias de desarrollo
como en paises desarrollados, el aumento de la incidencia se puede explicar por una mayor
incidencia de la enfermedad, el envejecimiento de la poblacion y la poca facultad de los sistemas

de salud de responder con iniciativas adecuadas (SSA, 2015).

Las estadisticas nos proporcionan informacion util como, las personas que reciben un
tratamiento de cancer y el niumero de defunciones por enfermedad al afio, al igual que también
nos hablan de diferencias entre grupos de personas definidas por edad, grupo racial y ubicacién
geografica. Asi mismo ayudan a establecer bases para que gobiernos, profesionales de salud e
investigadores se comprometan con las repercusiones que esta enfermedad presenta y abordarla

de manera conjunta disefiando modelos y planes de trabajo acordes (INCAN, 2016).

1.2.2 Patologia del cancer de mama

Debido a que la comprension exacta de la patogénesis del cancer de mama es en demasia
extensa, nos brinda la oportunidad de estudiarla en posteriores trabajos, por lo cual solo se tratara
en este de manera somera. Aun asi, es necesario conocer algunos puntos importantes para la

comprension de la enfermedad (Wang y col., 2014).

Las mudltiples causas de la etiologia de cancer implican diversos factores como
mecanismos hormonales, biol6gicos, ambientales, estilos de vida, exposicion a carcindgenos e
historia familiar. De acuerdo a estudios este Ultimo constituye entre el 3 'y 10% de los casos. A
nivel genético es sabido que mutaciones en genes como BRCA 1 y BRCA 2 participan en un
incremento en el riesgo de desarrollar esta neoplasia maligna (Informe mundial sobre el cancer,
2014; Wang y col., 2014).

En 1990 se descubrio6 el primer gen de susceptibilidad al cancer de mama llamado BRCA
1. Después de la identificacion de este gen se observo que un patron hereditario no mostraba
mutaciones, por lo que se sospechd la existencia de un segundo gen susceptible, que se confirmé
con la identificacion del gen BRCA 2. La organizacion mundial de la salud incentiva la lucha contra
el cAncer de mama con programas y politicas adecuadas para la sensibilizacion de la poblacion
en general sobre esta enfermedad. Esto incluye la prevencion, la deteccién prematura, el
diagnostico, el tratamiento y la rehabilitacion de los pacientes (Informe mundial sobre el cancer,
2014; OMS, 2015).
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1.2.3 Prevencién del cancer de mama

Se propone y es bien sabido que la modificacion de estilos de vida en cuanto a una alimentacion
saludable, control de sobrepeso, menor consumo de sustancias nocivas como el alcohol o el
tabaco y la actividad fisica ayudan a una prevencion integradora eficaz contra enfermedades no
transmisibles (OMS, 2015).

1.2.4 Deteccion temprana del cancer de mama

La deteccién de la enfermedad en su primera etapa es clave. La mayoria de los casos se detectan
tarde. Se estima que s6lo el 10% se detectan en la etapa |, cuando es probable una cura con un
tratamiento adecuado. Existen dos métodos para llevar a cabo la deteccién precoz de la
enfermedad los cuales son: mediante el conocimiento de los primeros sintomas y signos en la
poblacién sintomatica mediante la autoexploracion mamaria, como una medida de prevencion en
la cual las mujeres se responsabilizan de su propia salud, fomentando la toma de conciencia para
evitar situaciones de riesgo de la enfermedad. Y el segundo método por medio de pruebas de
cribado, es decir el tamizaje de una poblacion asintomética, cuyo fin es detectar anomalias
indicativas de céncer presentes en las personas. Asi mismo, la mamografia ha revelado ser
eficaz, logrando reducir la mortalidad de cancer de mama en un 20-30% en mujeres mayores de
50 afios. Aunque es factible disminuir el nimero de diagnosticos mediante medidas preventivas,
aun no es posible eliminar la totalidad de los casos, por lo cual es fundamental seguir con
estrategias y programas cuyos fines sean mejorar el prondstico y la supervivencia de los
pacientes (OMS, 2015; Magafia-Valladares y col., 2016).
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1.2.5 Diagndstico del cancer de mama

La deteccion por exploracion clinica es dificil en los primeros estadios de la enfermedad,
generalmente solo es posible llevarse a cabo por imagenologia. De acuerdo a esto la mastografia
es la técnica de imagen mas utilizada para ello, la cual tiene una sensibilidad alrededor del 90%,
sin embargo, su aplicacion no esta al alcance del total de la poblacion. Otra técnica utilizada para
el diagndstico es la imagen por resonancia magnética la cual tiene una mayor sensibilidad, pero
muestra una baja especificidad, y su costo la hace practicamente imposible para la poblacion
promedio. Debido a la dificil cobertura de estas técnicas para el total de la poblacién el 70% de
los casos de cancer de mama en el pais se diagnostican en etapas avanzadas de la enfermedad,
lo cual crea un panorama dificil en el tratamiento y prondstico del paciente. De acuerdo a esto es
necesario la implementacion y desarrollo de nuevas técnicas diagndsticas, accesibles a la mayor
poblacion posible (INCAN, 2011).

1.2.6 Tratamiento del cancer de mama

Un correcto diagndéstico es fundamental para llevar a cabo un tratamiento eficaz y adecuado,
dicho tratamiento al ser especifico para cada tipo de céncer puede abarcar diferentes
modalidades las cuales pueden ser, quimioterapia, radioterapia o cirugia, todas encaminadas a
un unico objetivo principal que radica en prolongar la vida de manera considerable o mejor aun,

curar la enfermedad; asi mismo, mejorar la calidad de vida de los pacientes (OMS, 2015).

1.2.7 Medicamentos antineoplasicos

El objetivo principal de los agentes quimioterapéuticos es destruir las células cancerosas,
preservando lo mas posible las células sanas. Sin embargo, tras el régimen de tratamiento la
mayoria de los agentes quimioterapéuticos actian de manera no especifica, dafiando de esta
forma tanto células malignas como normales, en particular, las células del sistema capilar y las
gastrointestinales debido a que son de rapido crecimiento, lo cual explica la mayoria de los

efectos secundarios como pérdida de cabello y nauseas. Existe una gran variedad de compuestos
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activos utilizados para el tratamiento de cancer y su clasificacion se describe de acuerdo a la
funcién de interferencia realizada por su mecanismo de accién en diferentes etapas de sintesis
de ADN, asi como la transcripcion y traduccién. Durante este trabajo se estudi6 la formacién de
nanoparticulas de quitosano y quitosano tiolado encapsulando antineoplasico cisplatino descrito

en el siguiente apartado (Almeida y col., 2005; Wang y col., 2012).

1.2.7.1 Cisplatino

El medicamento antineoplasico cisplatino es un compuesto basado en platino (figura 7),
considerado como uno de los mas ampliamente utilizados para el tratamiento de cancer. Fue
descubierto en el afio de 1965 tras pruebas iniciales sobre inhibicion celular de Escherichia coli,
hallazgo que posteriormente llevo a experimentos en células humanas in vitro e in vivo, de manera
gue sus resultados lo mostraron como un potente agente contra el cancer (Dasari y col., 2014;
Markowska y col., 2015).

cl /NHa
Pt
NH;‘ Cl
Cisplatino

Figura 7. Estructura esquematica representativa de una molécula de Cisplatino.

Fuente: Centro Nacional de Informacion sobre Biotecnologia.

Tras una serie de estudios preclinicos con los cuales se demostré su eficacia contra

células cancerosas humanas, se aprobd su uso para el tratamiento de cancer de vejiga y cancer
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testicular en el afio de 1978. Desde entonces ha permanecido siendo el medicamento de primera
linea para el tratamiento de varios tumores que no son operables o no pueden ser tratados
mediante radioterapia. Quimicamente cisplatino se construye a partir de un atomo de platino, dos

iones cloruro, y dos moléculas de amoniaco (Dasari y col., 2014; Markowska y col., 2015).

El mecanismo de accidn de la citotoxicidad de cisplatino sucede ejerciendo una funcién
como agente de alquilacién, el platino se coordina a la guanina y adenina, con un mayor
porcentaje de coordinacion a dos guaninas consecutivas de la misma cadena como se muestra
en la figura 8, con lo cual se forma entrecruzamientos en el ADN, posteriormente se impide una
correcta replicacion y transcripcion de este, ademas induce perturbaciones en los mecanismos
de transporte celular, inhibicion de ATPasa e induccion de dafio mitocondrial. Todos estos
mecanismos dan como resultado la detencion del ciclo celular lo cual conduce a las células a

apoptosis y finalmente muerte celular (Babu y Ramesh, 2015; Dasari y col., 2014;).
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Figura 8: Sitio de unién al ADN del farmaco antineoplasico Cisplatino.

Fuente: ATDBiIo Ltd, 2005.

1.3 Transportadores de farmacos

Actualmente existe gran interés en el campo de la biomedicina para disefiar nuevos sistemas
terapéuticos y de diagndstico, entre estos las nanoparticulas ocupan un lugar importante cuyas
caracteristicas como, sus dimensiones, la relacion superficie/volumen, el cambio de propiedades

fisico quimicas y su posibilidad de alcanzar compartimientos a nivel celular. A la par de esto,
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recientemente se ha informado que la terapia con nanoparticulas ofrece novedosos sistemas de
tratamiento quimioterapéuticos, que muestran una baja citotoxicidad los cuales pueden
administrarse como coadyuvantes en conjunto con otros farmacos, de esta manera ser mas
selectivos, seguros y eficaces para los pacientes. Las caracteristicas y nuevas propiedades de
las nanoparticulas dependen en gran manera de los métodos de preparacion, las
concentraciones usadas y la relacién molar entre los reactantes (Caldero y col., 2016; Miller y
Weissleder, 2016).

El campo de la salud humana, y, especificamente el ambito de la terapia, se enfrenta
constantemente a nuevos desafios, por lo cual, es de importancia que los medicamentos actien
de forma rapida, de acuerdo a ello se buscan novedosos sistemas de administracion y liberacién
de farmacos aplicados a ciertas enfermedades. El desarrollo y la implementacion de
nanoestructuras como transportadores, hoy en dia es una linea de extensa investigacion ante la
comunidad cientifica a nivel mundial. En este contexto se han utilizado y probado diversos
materiales, por citar algunos, liposomas, nanoparticulas, conjugados poliméricos, micelas,
dendritas, nanotubos de carbono y nano esferas (figura 9). En ocasiones estos materiales
muestran mejores propiedades como candidatos en el transporte de farmacos (Loera-Serna y
col., 2012; Wang y col., 2012).

Un farmaco es una sustancia quimica que tiene la capacidad de controlar, tratar, prevenir,
modificar o curar, algunos procesos fisiolégicos no deseados. La existencia mas comun de
diferentes tipos de farmacos es de origen organico. Existen distintas vias de administracion de
estos como son: intravenosa, intramuscular, nasal, inhalaciéon, y, como via mas segura,
conveniente y menos costosa la via oral (Loera-Serna y col., 2012, Oropesa-Nuifiez y Jauregui-
Haza., 2012).

Asi también existen diversos factores que disminuyen la biodisponibilidad de los farmacos,
ejemplo de ello es la interaccion con el medio biol6gico, la degradacion enzimatica o la falta de
penetracion celular. En algunos casos es conocido que llegan a dafiar 6rganos sanos como por
ejemplo durante la administracion de farmacos antineoplasicos, estos no son capaces de
reconocer las células sanas que se dividen con rapidez similar a las células cancerosas, lo cual
lleva a efectos secundarios en la mayoria de los tratamientos contra cancer. Es por esto que con
el actual impacto de la nanotecnologia se estudia el uso de nanomateriales inteligentes para
controlar diversas caracteristicas de los farmacos como los efectos secundarios, la degradacion,
la concentracion y la toxicidad De este modo se puede llevar a cabo la optimizaciéon de su

administracion. De acuerdo a esto los materiales inteligentes seran los que presenten ycumplan
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con las siguientes funciones: Transportar el farmaco activo sin modificacion hasta la célula dianas,
liberar la sustancia quimica de forma dosificada, ser biocompatible, no generar residuos téxicos,
eliminarse completamente una vez haya sido liberado todo el farmaco, incrementar la vida Gtil del
farmaco y por supuesto poseer dimensiones nanométricas (Loera-Serna y col., 2012; Wang y
col., 2012).

Protelna de fusidn: Manotubo da carbono Micelas
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Figura 9. Materiales nanoestructurados para el transporte de nuevos farmacos.
Fuente: Ventosa, 2011.
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1.3.1Liposomas

Los liposomas son sistemas coloidales cuyas dimensiones oscilan cerca de los 1000 nan6metros
se utilizan como transportadores por su capacidad espontanea de formacion cuando ciertos
lipidos son hidratados en medios acuosos (figura 10). De acuerdo a esto consisten en un
componente hidrofilo atrapado en bicapas de lipidos por lo cual son compuestos biocompatibles
y biodegradables en esto se basa el interés en ellos. Los farmacos se internan cominmente en
la parte acuosa de los liposomas, ejemplo de principios activos que se han logrado encapsular
son: esteroides, vacunas, farmacos antimicrobianos y material genético (Rangel-Corona y col.,
2004; Wang y col., 2012).

Figura 10. Esquematizacion de la estructura de un liposoma con farmaco en su interior.

Fuente: Castro, 2012.
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1.3.2 Micelas

Un material similar que ha sido ampliamente evaluado para la encapsulacion de farmacos son
las micelas (figura 11), las cuales son formaciones de moléculas hidrofébicas con capacidad para
solubilizar sustancias lipofilicas, las cuales son rodeadas por extremos hidrofilicos. Como en la
mayoria de los sistemas nanoestructurados, el tamafio, la funcionalizacién de la superficie y la
carga depende directamente del método de sintesis. Los materiales anteriores, tanto liposomas
como micelas pueden transportar diferentes tipos de farmacos, sin embargo, se ha mostrado que
no resuelven los problemas de administracion controlada ya que en la mayoria de los casos
liberan el farmaco antes de llegar al lugar indicado (Loera-Serna y col., 2012; Oropesa-Nufiez y
Jauregui-Haza., 2012, Wang y col., 2012).

Figura 11. Ejemplo de estructura micelar esférica.

Fuente: Lucio Porto, 2010.
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1.3.3 Dendrimeros

Los Dendrimeros son macromoléculas de tipo globular sumamente ramificadas, las cuales
contiene un nucleo central con capacidad de enlazar grupos funcionales especificos, asi como
farmacos (figura 12). La basta complejidad de estos nanomateriales ayuda a una mayor retencién
de concentracion de farmaco, asi mismo se puede controlar su liberacién de mejor manera. Una
desventaja de estos materiales es que su método de sintesis es a través de varias etapas lo cual

hace sumamente costosa su produccion a gran escala (Avti y Kakkar, 2013; Wang y col., 2012).

Figura 12. Representacion esquemética de la sintesis de Dendrimeros.

Fuente: Montanari y col., 1998.

1.3.4 Nanoparticulas metalicas

Se han preparado nanoparticulas metélicas (figura 13) como materiales que son funcionalizados
para introducir farmacos, por ejemplo, nanoparticulas de oro o de plata en terapias foto térmicas.

Dichas dimensiones de nanoparticulas estan en el rango de 100 a 200 nanémetros o incluso e

n tamafos menores de 50 nm al estructurarse en forma de cascarones. No obstante, el uso de

nanoparticulas metélicas presenta varios inconvenientes como su baja o nulabiodegradabilidad,
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por lo que pueden acumularse en diferentes partes del organismo lo cual puede causar toxicidad

a largo tiempo (Loera-Serna y col., 2012; Wang y col., 2012).

Figura 13. Esquema de nanoparticula de plata conteniendo iones borohidruro.

Fuente: Melo y col., 2012.

1.3.5 Nanotubos de Carbono

Los nanotubos de Carbono (figura 14) son una red hexagonal cilindrica compuesta por atomos
de Carbono, su forma es similar a si una delgada lamina de grafito se enrrollara sobre si misma.
Como caracteristica fundamental es que presentan una relacién didmetro-longitud sumamente
elevada, su diametro es en dimensiones nanométricas y si longitud puede llegar a variar desde
unas micras a centimetros. Estas nanoestructuras se utilizan para el encapsulamiento de
farmacos ya que no modifican las propiedades fisicas y quimicas del activo y muestran una alta
resistencia a la degradacion durante el transporte a través del cuerpo, asi como la facil
penetracion a través de las membranas celulares debido a su reducida dimension, también la
biocompatibilidad de su formacion que le confiere el Carbono es de gran utilidad ya que se
descomponeny son excretados después de la liberacion de farmaco. Sin embargo, es dificil lograr
una adecuada dosificacion debido que no existe una conexién quimica entre los nanotubos vy el

farmaco por esto no puede ser controlada (Martinez y col., 2012; Patel y col., 2014).

36



Figura 14. Representacion del enrollamiento de un nanotubo de Carbono.

Fuente: Castafnos, 2016.

1.4 Nanoparticulas poliméricas

Las nanopatrticulas basadas en polimeros naturales o sintéticos son ampliamente utilizadas como
transportadores de farmacos, ejemplo de ello es lo reportado por Ping Wu vy col., los cuales
trabajaron en un nuevo sistema de entrega de nanoparticulas de quitosano conjugadas con
metrotexato en el afio 2009, asi mismo polimeros multifuncionales siguen en desarrollo como
este tipo de conjugados o como portadores, el control del tamafio de estos se lleva a cabo
mediante los métodos de sintesis variando las concentraciones del polimero, el estabilizante o el
activo. Las nanoparticulas poliméricas brindan proteccion al farmaco lo cual permite una
liberacion controlada en base a la velocidad de degradacion del recubrimiento del polimero, lo
gue evita que el farmaco sea absorbido antes de llegar a su sitio blanco. Debido a las dimensiones
nanoparticuladas se aumenta la difusién a través de membranas biol6gicas al igual que les
confiere biodegradabilidad ya que su reducido tamafio facilita la eliminaciéon (Loera-Sernay col.,

2012; Wang y col., 2012).
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1.4.1 Quitosano

Los polisacaridos son polimeros naturales con una amplia versatilidad de propiedades fisicas,
quimicas y funcionales presentes en sistemas biolégicos, de este modo pueden formar parte de
Su estructura o participar en el almacenamiento de energia entre otros procesos. Actualmente
hay una mayor tendencia a explotar ciertas familias de polisacaridos ya que poseen propiedades
interesantes en distintos sectores como en el area biomédica, textil, cosmética, farmacéutica, etc.
Ejemplo de ello son derivados de celulosa y almidén. Siguiendo esta tendencia, especialmente
algunos biopolimeros combinan sus caracteristicas fisicoquimicas para tener la capacidad de
formar sistemas micro y nanoparticulados lo que los hace atractivos como una nueva generacion
de nanoparticulas coloidales poliméricas que son Utiles en el &rea de nanomedicina (Goycoolea,
2009).

Quitosano es un amino polisacarido obtenido por N-desacetilacion termoalcalina de la
quitina, la cual es una sustancia aislada de deshechos de crustaceos. Quimicamente se define
como un polisacéarido formado por unidades de 2-acetamido-2-desoxi-p-D-glucosa y 2-amino-2-
desoxi-B-D-glucosa unidas por enlaces B-(1-4), figura 15. Las unidades del tipo (b) son las que a
menudo estan presentes en menor relacion que las del tipo (a) y su contenido en comparacion a
la de la suma total de unidades se define como grado de acetilacion lo cual se expresa como
porcentaje (Castillo y col., 2014).
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Figura 15. Representacion de Quitosano donde "a" y "b" son las fracciones molares de N-

glucosamina y N-acetilglucosamina dentro del polimero.

Fuente: Cardenas, T. G. 2010.
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Abordando sus caracteristicas fisico quimicas, el quitosano es un biopolimero soluble, la
mayoria de los acidos en solucion acuosa lo disuelven, siendo los mas utilizados para este
propésito, acido formico y acido acético. El caracter policatidnico proviene de la protonacién de
grupos amino, de este modo su solubilidad se explica por el aumento de la polaridad a lo largo
de su cadenay el grado de repulsion electrostatica, lo cual le permite formar estructuras micro y
nanoparticuladas, hidrogeles y también peliculas biologicas en estas condiciones. También este
cardcter policatidnico se relaciona a su gran afinidad para asociar macromoléculas utilizadas en
terapia como insulina, heparina, ARN de transferencia etc., y proporciona caracteristicas
antigénicas ante la degradacion hidrolitica y enzimética (Leon y col., 2013; Mourya y col., 2008).

1.4.2 Quitosano modificado quimicamente con grupos tiol

El quitosano se ha estudiado también debido a su susceptibilidad a modificaciones quimicas, esto
es de interés porque su estructura o esqueleto principal tras la modificacibn no cambia,
manteniendo de esta manera las propiedades biolédgicas y fisicoquimicas, sin embargo, la adicion
de grupos para su funcionalizacién le confiere nuevas y mejoradas propiedades. La formacion de
nanoparticulas a base de quitosano se ha estudiado con diversos mecanismos de modificacion
guimica, como oligomerizacion, carboxialquilacién, acilacion, alquilacion, sulfatacion, fosforilacion
y tiolacion. Mediante dichas modificaciones se extiende la gama de materiales para distintas
aplicaciones y campos de estudio como farmacéutica, biotecnologia y biomedicina (Mouryay col.,
2008).

El quitosano tiolado es un nuevo derivado de sintesis de quitosano (figura 16), cuyas
propiedades de particula muestran una fuerte cohesién dando como resultado una mayor
estabilidad. Estudios muestran que el grado de modificacion de entre 25 a 250 grupos tiol por
milimol/gramo de quitosano mejora notablemente las propiedades de mucoadhesion, por lo cual
esta modificacién puede ser determinante para las caracteristicas biol6gicas y funcionales
(Goycoolea, 2009; Martien y col., 2017; Mourya y col., 2008).
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Figura 16. Estructura esquematica representativa de quitosano tiolado.

Fuente: Devaraj y col., 2013.

1.4.3 Sintesis de nanoparticulas a base de quitosano

La produccién de nanoparticulas de quitosano se realiza de acuerdo a una aproximacién de tipo
bottom-up (de abajo hacia arriba), a consecuencia de procesos de entrecruzamiento y auto
asociacion, donde, surge una ordenacién de las cadenas del biopolimero en dimensiones nano
estructurales como resultado de interacciones intra e intermoleculares que pueden ser o no de
tipo covalente. En este sentido las nanoparticulas del compuesto activo pueden ser atrapadas en
la matriz polimérica. Los métodos de preparacion mas utilizados para la sintesis de
nanoparticulas a base de quitosano se representan en la figura 17. Usualmente suelen llevarse
a cabo una combinacién de metodologias, ejemplo de esto es la sintesis de nanoparticulas por
coacervacion para posteriormente tratarlas por entrecruzamiento covalente. Un punto a destacar
es que solo unas cuantas metodologias ofrecen real aplicacion en el desarrollo de sistemas
propuestos para la farmacoterapia, a pesar de que existen una gran diversidad de métodos
establecidos y de agentes quimicos disponibles, esto debido a la rigurosa regulacién que existe

en los excipientes para la liberacion de farmacos (Goycoolea, 2009; Ledn y col., 2013).
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Figura 17. Diferentes metodologias para la preparacion de nanoparticulas de quitosano.

Fuente: Goycoolea, 2009.

1.4.3.1 Gelificacion ionotropica. En el afio de 1997 se estudi6 la preparacion de
nanoparticulas de quitosano con tripolifosfato de Sodio (TPF), a través de gelificacion iénica, un
mecanismo que no implica el uso de altas temperaturas o solventes organicos que puedan
generar residuos de dificil tratamiento, de este modo se describe un proceso biodegradable y
biocompatible que propone la formacion de nanoparticulas por la interaccion electrostatica entre

TPF y los grupos amino de quitosano lo cual se esquematiza en la figura 18 (Leony col., 2013).

De acuerdo al método de gelificacion ionotrépica, su eficiencia depende directamente
de la masa molecular y el grado de des acetilacion del biopolimero. El biopolimero gelifica en
presencia de una solucion acuosa de TPF, debido a que se disocia en agua y se hidroliza

generando iones, los cuales interaccionan con el polimero por desprotonacion o por
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entrecruzamiento con los aniones de TPF. En este sentido existirdn un mayor niUmero de grupos
amino protonados en una solucién acida de quitosano cuanto mayor es su peso molecular. De
esta manera un numero mayor de cargas positivas pueden llevar a cabo la interaccién
electrostatica con las cargas de un anion multivalente, lo que se traduce a un mayor
entrecruzamiento. Se ha reportado el estudio de matrices de conjugados quitosano/TPF
encapsulando albumina sérica, acido ascoérbico y compuestos fendlicos (Konecsni y col., 2012,
Rodriguez-Hamamura y col., 2010).
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Figura 18. Esquematizacion de la preparacion para la formacién de nanoparticulas de quitosano
por el método de gelificacion ionica.

Fuente: Rodriguez-Hamamura, 2010.

1.5 Caracterizacién fisico-quimica de nanoparticulas

El avance de la nanotecnologia estd sumamente ligado al desarrollo de técnicas y equipos de
caracterizacion de los materiales a estudiar, gran parte de estas caracterizaciones son debido al

perfeccionamiento de las ya existentes, ejemplo de ello es la microscopia, ya que actualmente
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con el microscopio de transmisién y de alta resolucién, se tiene la capacidad de llevar a cabo la
visualizacién de particulas atdbmicas de manera practica. La utilizacion de otras técnicas que
seran descritas en los siguientes apartados como, espectroscopia ultravioleta-visible,
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier, resonancia magnética de protéon H y
microscopia electronica de barrido con sus avances de acuerdo a su poder de resolucién, nos
han permitido detectar forma y tamafio de nanoparticulas, su composicion quimica, cambios de
fase cristalina y el estado o defectos estructurales a nivel atomico por lo cual la comprension de
éstas es de gran validez al momento de caracterizar novedosos materiales (Gémez-Villalba y col.,
2011).

1.5.1 Espectroscopia de absorcion de luz ultravioleta y visible (UV-vis)

La técnica espectroscopica de absorcion de luz ultravioleta es una de las mas usuales empleadas
en varios tipos de analisis quimicos. La informacién cualitativa y cuantitativa brindada por las
medidas de longitudes de onda entre el espectro de luz visible y ultravioleta posee una amplia
aplicacion en la caracterizacion de materiales de una gran variedad de moléculas organicas o
inorganicas. Una molécula es activa en el espectro visible para longitudes de onda entre 380 y
780 nm, es decir, debe de ser coloreada y absorber a ciertas longitudes de onda asi mismo
transmitir la luz a las longitudes de onda restantes. Como ejemplo una solucién es verde debido
a que dentro de la regién visible absorbe radiacion en el rango de 620 a 800 nm, en este rango
la longitud de onda se encuentra en el color rojo del visible, por lo tanto, esta sustancia absorbe
el color rojo y transmite los colores complementarios que dan origen al color verde que se observa
a simple vista. La figura 19 muestra el espectro en la regién visible de la radiacion

electromagnética (Flores, 2014).
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Figura 19. Esquema del espectro de luz visible.
Fuente: Flores 2014.

El principio de esta técnica radica en la absorcién de la radiacién ultravioleta-visible por
una molécula, causando el ascenso de un electron de su estado basal a un estado excitado,
cuando la radiacion de una longitud de onda incide sobre la muestra se produce la absorciéon
parcial de la misma. De esta manera se posibilita la relacion de la cantidad de especie activa que
estq presente en la muestra. Los componentes que integran un equipo de espectroscopia
ultravioleta-visible son y se esquematizan en la figura 20: Fuente de radiacién, sistema Optico,
compartimiento para muestras y detector (Flores, 2014).
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Figura 20. Componentes principales de equipo ultravioleta-visible.
Fuente: Flores, 2014.
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La concentracion c, de la solucidon absorbente esta linealmente relacionada con la
absorbancia, de acuerdo a la ley de Lambert-Beer.

A=-logT=¢.b. c

Donde A, es la absorbancia medida, b, es el didmetro de la celda usada y ¢, el coeficiente
de extincion molar. La técnica de espectroscopia ultravioleta-visible tiene utilidad en analisis
cualitativos y cuantitativos, en estos ultimos la aplicacion de la ley de Lambert-Beer para la
determinacién de concentraciones de sustancias que absorben por medio de la cantidad de
radiacion absorbida o transmitida. En el presente trabajo se utilizd un espectrofotometro Perkin-
Elmer. Al igual que se utilizaron celdas de cuarzo de 1 centimetro de diametro para cuantificar la
concentracion de los sistemas biopolimero-farmaco (Flores, 2014).

1.5.2 Dispersion dindmica de luz

La dispersion dindmica de luz (DDL), es una técnica fisico-quimica empleada para la
determinacion de distribucion de tamafios de particulas en suspension o macromoléculas en
solucion. En comparacién con la dispersion de luz estatica, para determinar el tamafio de las
particulas no tiene en cuenta la dependencia del angulo, sino la variacion de la intensidad de
dispersién en el tiempo. Es decir, la luz laser al alcanzar las numerosas particulas que hay en
una suspension, se dispersa en todas las direcciones posibles y a consecuencia del movimiento
browniano de estas, las posiciones relativas de las particulas varian constantemente lo cual
provoca cambios en las condiciones de interferencia y en la propia intensidad de dispersion. De
este modo si las particulas se mueven rapidamente también se acelera la variacién de la
intensidad de dispersién, en el caso contrario, particulas grandes lleva a variaciones mas lentas
(Cuadros-Moreno y col., 2014).

1.5.3 Potencial Zeta

Los coloides estan en todas partes y la medicién del potencial zeta puede ser utilizado para su
conocimiento y control. Entre ellos pueden incluirse complejos sistemas biol6gicos como la

sangre o sistemas funcionales como las pinturas. Las suspensiones coloidales son cominmente
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acuosas, aunque también pueden ser utilizadas suspensiones no acuosas. El coloide negativo y
su atmaosfera cargada positivamente producen un potencial eléctrico relativo a la solucién. Este
tiene un valor maximo en la superficie y disminuye gradualmente con la distancia, aproximandose
a cero fuera de la capa difusa. La caida del potencial y la distancia desde el coloide es un
indicador de la fuerza repulsiva entre estos en funcion de la distancia a las cuales estas fuerzas
entran en juego. Un punto de particular de interés es el potencial donde se unen la capa difusay
la capa de Stern, el cual es conocido como el potencial zeta, dicho potencial es importante ya que
puede ser medido de una manera muy simple, mientras que la carga de la superficie y su potencial
no pueden medirse (figura 21). El conocimiento del potencial zeta es una manera efectiva de
controlar el comportamiento del coloide puesto que indica cambios en el potencial de la superficie
y en las fuerzas de repulsion entre estos (Mayoral y col., 2014; Sze y col., 2003).

1.5.4 Espectroscopia Infrarrojo por transformada de Fourier

La region del infrarrojo en el espectro electromagnético abarca la radiacion con longitudes de
onda de 0.78 a 1,000 um y nameros de onda comprendidos entre 12,800 y 10 cm™. Se divide en
tres regiones llamadas infrarrojo cercano, medio y lejano, segun las aplicaciones y técnicas
experimentales. El principio de la técnica de la espectroscopia esta basado en la excitacion de
los modos de rotacion y vibracion de los enlaces entre los &tomos que conforman el material,
estos al ser irradiados con un haz, absorben radiacién de una o varias longitudes de onda las
cuales son caracteristicas de cada molécula, bajo este fundamento es posible identificar
especificamente cada una de estas. Los espectros de diferentes moléculas se explican como el
resultado de distintos cambios energéticos ocasionados por transiciones de unos estados
vibracionales y rotacionales a otros, como consecuencia de esto la molécula sufre un cambio neto
en el momento dipolar y bajo estas circunstancias se provocan cambios en la amplitud de su
movimiento. De este modo si la frecuencia de la radiacion coincide con la frecuencia de la
vibracion de la molécula se lleva a cabo la absorcién de radiacién antes mencionada (Farfan y
col., 2006; Gobmez y Murillo, 2012).
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1.5.6 Resonancia magnética de protén H1-RMN

La Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es una espectroscopia de absorcion la cual se basa en
la absorcion de energia por un nulcleo magnético activo, el cual se encuentra en un campo
magnético y por efecto de la energia mencionada cambia su orientacion. Es una herramienta
analitica que proporciona gran informacidn sobre la estereoquimica y estructura molecular, al no
ser una técnica destructiva su aplicacion abarca todas las areas de la quimica y biologia. Las
partes fundamentales de un espectrémetro de RMN son: Un iman superconductor el cual es
necesario para suministrar el campo magnético principal, un oscilador de radiofrecuencias el cual
proporciona la energia para cambiar la orientacion de los nucleos, un detector de sefiales y un
sistema informatizado el cual administra el equipo. La caracterizacién de nuestro trabajo se llevd
a cabo en un equipo RMN de nlcleo activo de protén (*H), sin embargo, existen mas nucleos
activos como Carbono (*3C), Nitrégeno (**N) y Fltor (*°F). La representacion de los espectros
generados de la intensidad de la absorcion con respecto a la frecuencia de resonancia se realiza
generalmente a través del parametro & y presentan senales cuya forma, tamafo y posicion se
encuentran relacionados con la estructura molecular. Y tras el andlisis detallado de estos se

obtiene informacion valiosa sobre la estructura de la molécula (Rodriguez y col., 2016).
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Capitulo 2. MATERIALES Y METODOS

En ésta seccion se describira la metodologia empleada en el presente trabajo. La cual se divide
en materiales y métodos, los primeros se mencionaran en forma de lista, dando a conocer los
reactivos utilizados a lo largo de la sintesis de nanoparticulas.

La parte de metodologia se realiz6 por etapas, primeramente, se describe la preparacion
de soluciones en las concentraciones utilizadas. Seguido se hace referencia en esquema a la
sintesis de quitosano modificado con la adicion de grupos tiol y su caracterizacion estructural
mediante espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR) y resonancia
magnética de protén *H-RMN (D,O/DCI). Después de la reacciéon de modificacion del polimero
natural y su caracterizacion estructural, se procedi6 a realizar la sintesis de nanoparticulas por
gelificacién i6nica usando distintas relaciones molares de Q/TPF y QSH/TPF con una
concentracion igual y conocida de Cisplatino. Para finalizar se evaluaron propiedades fisico
quimicas de las nanoparticulas sintetizadas, como, DDL, potencial zeta y eficiencia de
atrapamiento. Como estudio complementario se realizaron micrografias en microscopio

electrénico de transmision.

2.1 Materiales

Para la sintesis de nanoparticulas se utilizaron los siguientes reactivos:
1. Quitosano marca Aldrich, pureza de 85%.
Hidrocloruro de cisplatino marca Aldrich
Solucion buffer PBS
Solucion de hidréxido de sodio (NaOH) marca Aldrich 1 M
Solucién de acido acético (CHsCOOH) marca Aldich 2%
Solucion de tripolifosfato de sodio (NasP3010) marca Aldrich [0.5 mg/mL]

Orto-fenilendiamina (CsHsN2) marca Aldrich

© N o 00 B~ w N

Dimetilformamida (C3H;NO) marca aldrich
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2.2 Metodologia

2.2.1 Preparacion de solucion tampdn

Para la Preparacion del sistema buffer de fosfatos pH 7.0 se pesaron 6.8 mg de Fosfato de Sodio

monobasico y 8.9 mg de Fosfato de Sodio dibasico para la elaboracion de 100 mL de solucion.

2.2.2 Preparacion de solucién de tripolifosfato de Sodio (TPF)

La preparacién de solucion TPF se realizé pesando 50 mg de reactivo llevandolo a un volumen
de 100 mL de agua ultrapura. Posteriormente se paso a enfriamiento entre 2-5 °C durante dos
horas antes del uso de la solucion.

2.2.3 Preparacioén de solucién de acido acético

Trabajando dentro de campana de flujo laminar se llevé a cabo la preparacion de solucién de

acido acético, donde se tomaron 2 mL de reactivo y se aforaron a un volumen de 100 mL

2.2.4 Preparacion de Hidréxido de Sodio

Para la preparacion de solucion de hidroxido de sodio se pesaron 8 g de reactivo para la
elaboracion de 100 mL.
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2.2.5 Preparacioén de solucién de Cisplatino

Se realizé la preparacion de solucion pesando 10 mg de farmaco antineoplésico cisplatino y se
colocaron en un matraz aforado con volumen de 100 mL el cual contenia una solucion acida para

su disolucion.

2.2.6 Curva de Calibracién de Cisplatino

Para la construccion de la curva de calibracion de cisplatino se prepard una solucién de cisplatino
de concentracion 100 pg/mL en acido acético al 2%, y se llevé a agitacion vigorosa hasta su
completa disolucién. Posteriormente se dio tratamiento a, las muestras de concentracion
conocida siguiendo un método propuesto por Basotra y colaboradores (2013). Una vez terminado

este paso, se llevaron a espectroscopia Uv-Vis y se leyeron a una longitud de onda de 706 nm.

2.2.7 Sintesis de quitosano tiolado

La sintesis de la modificacion por grupos tiol sobre quitosano se realizé adaptada de la
metodologia propuesta por Esquivel, R. y col., 2015. La reaccion se realiz6 en dos etapas.
Primeramente, se verti® sobre un matraz de tres bocas 2.08 x10% mol de &cido
mercaptoundecandico (11-MUA) y 1.04x10°* mol de clorhidrato de carbodiimida (EDAC), el
matraz previamente contenia 1 mL de dimetilformamida, esta mezcla se mantuvo a temperatura
ambiente y durante agitacion magnética por tres horas. después se adiciond 1.04x10°mol de
N-hidroxisuccinimida (NHS) y siguié la agitacién durante 30 minutos. Posteriormente se agregé a
la mezcla 20 mL de solucion de quitosano al 5% (v / p) en agua ultrapura y se ajust6 el pH a 5,5
usando NaOH 1 M y se dejo en agitacion magnética durante 12 horas. El producto final de la
reaccion se precipité mediante la adicién con gotero de Hidréxido de Sodio 2 M, y fue separado
por centrifugacion a 5000 rpm por 30 minutos. La figura 22 ilustra la esquematizacion de la
metodologia para llevar a cabo la reaccion. El estudio del grado de modificacién estructural se

llevé a cabo mediante un método comparativo entre los espectros de infrarrojo por transformada
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de Fourier y resonancia magnética nuclear de proton *H-RMNde las muestras de quitosano nativo

y quitosano tiolado.

Método de sintesis de quitosano tiolado
2.08 x10°* mol 11-MUA

1.04x10°* mol EDAC

1.04 x10™ mol NHS

1 mL DMF

Agitacion durante 30 minutos

Agitacion durante 3 horas a
temperatura ambiente

Adicionar

20 mL de solucion
quisotano al 5%(v/p)

pH 5,5 con NaOH 1 M

Agitacién durante 12
horas a 60 °C

Precipitar afiadiendo NaOH 2M
con gotero

Centrifugar a 5000 rpm durante 30
minutos

Figura 21. Metodologia de reaccion para la sintesis de modificacion

de quitosano por grupos tiol.
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2.2.8 Sintesis de nanoparticulas quitosano-cisplatino

La nanoplataformas polimero-farmaco de Q/Cis se prepararon mediante enlace idnico, o
gelificacion iénica lo que se esquematiza en la figura 23, primeramente, se disolvié Quitosano en
una solucién acuosa de &cido acético al 2 % la cual contenia la concentracion de 100 pg/mL de
farmaco antineoplésico cisplatino. La concentracion de quitosano fué de 0.5 mg/mL. Se hizo
reaccionar este conjugado por un periodo de tiempo de 3 horas en una placa de agitacién
magnética. Pasado el tiempo de reaccién se llevé a cabo el ajuste de pH de 3.9 a 4.7 con hidroxido
de sodio 2 M. Posteriormente la solucion de sintesis se colocé durante 10 minutos en un bafio de

agua a 60°C.

Antes de esto se prepard una solucién de tripolifosfato de sodio (TPF) de concentracion 0.5
mg/mL en agua ultrapura la cual se mantuvo en refrigeracién de 2°-5° C durante 2 horas. A
continuacion, cierto volumen de la solucién de TPF se afiadié gota a gota en un bafio de hielo en
agitacibn magnética, las concentraciones en relacion Q/TPF fueron las siguientes:1:5.4
(QT1);1:5.1(QT>);1:4.8(QT3);1:4.5(QT4); y 1:4.2(QTs).

Se mantuvo la agitacion durante 20 minutos, y al final se procedié a centrifugar a 14000 rpm
durante 30 minutos. De forma similar en ausencia de farmaco antineoplasico cisplatino se

prepararon nanoparticulas para ensayos de control.
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Figura 22. llustracion esquematica para la preparacién de nanoparticulas de

guitosano/Cisplatino.

2.2.9 Sintesis de nanoparticulas quitosano tiolado-cisplatino

De manera similar a la sintesis anterior se prepararon nanoplataformas polimero-farmaco de
QSHI/Cis, mediante enlace ionico, o gelificacion ibnica. Las concentraciones en relaciéon QSH/TPF
fueron las mismas que para sintesis antes descrita esto es: 154
(QSHT41);1:5.1(QSHT>);1:4.8(QSHT3);1:4.5(QSHT.); y 1:4.2(QSHTs5).

53



De forma similar en ausencia de farmaco antineoplasico cisplatino se prepararon nanoparticulas

QSH-TPF para ensayos de control.

2.2 Caracterizacién fisicoquimica

La determinacién del tamafio de nanoplataforma para todas las relaciones de Q/TPF y QSH/TPF
(1:5.4,1:5.1,1:4.8,1:4.5,1:4.2) se realiz6 usando el equipo Zetasizer instrumento de la serie nano
de Malvern. El pellet recuperado de las secciones 2.2.7 y 2.2.8 fue suspendido nuevamente en
5.0 mL de agua destilada y se llevo a sonicacion durante 30 segundos antes de la determinacion
del tamafio de nanoplataforma a temperatura ambiente dentro una celda de plastico de 1 cm de
longitud.

El potencial zeta de las nanoparticulas de Q/cisplatino y QSH/cisplatino fue estimado
midiendo la movilidad electroforética en el equipo Zetasizer nano z. El calculo ser realiz6
utilizando la ecuacién de Henry. Se tomé6 un mililitro de cada una de las suspensiones en una

celda capilar para su medicién.

Para llevar a cabo la caracterizaciéon estructural de las muestras se realizé espectroscopia
infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR) en el intervalo de nimeros de onda entre 400 y
4000 cm™.

El andlisis de datos se hizo con el apoyo del programa OriginPro 2016, se graficaron las

concentraciones de TPF, y se compararon con cada una de sus propiedades fisicoquimicas.
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2.3 Diagrama resumen de metodologia
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Figura 23. Diagrama representativo de la metodologia seguida.
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Capitulo 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Modificacion quimica del polimero natural quitosano de bajo peso molecular (QBPM)

De acuerdo a la consulta bibliografica realizada, se justificd la modificacion estructural del
quitosano nativo de bajo peso molecular, el objetivo principal es incluir segmentos de tipo cadena
lateral con terminacion mercaptano con la finalidad de mejorar sus propiedades fisicoquimicas.
La sintesis realizada da como resultado la obtencion de un material poroso de coloracion amarillo
palido y soluble en condiciones acido débil diluido. En el apartado siguiente se presentaran los

resultados de la caracterizacion estructural del nuevo compuesto derivado de quitosano.

3.2 Caracterizacién estructural de QSH mediante espectroscopia de infrarrojo por

transformada de Fourier (FT-IR)

El estudio del grado de modificacién estructural se llevo a cabo mediante un método comparativo
entre los espectros de infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR) de las muestras de quitosano
nativo y quitosano tiolado (figura 24). Los resultados que se presentan en esta seccion sugieren
gue la reaccién quimica de sustitucion selectiva sobre los grupos amina del quitosano se llevé a
cabo de manera exitosa, resultando en la formacion de un nuevo grupo funcional correspondiente

a las amidas.

La sefial que aparece alrededor de 1676 cm™ se debe al estiramiento carbonilo (C=0)
proveniente de grupo amida, de manera complementaria en el espectro se aprecia la deformacion
de la sefial a 3380 cm™ que es caracteristica del estiramiento de la nueva amida (N-H), de acuerdo
a los resultados publicados por Hernandez Cocoletzi y col en el afio 2009, asi mismo Bravo y col
reportaron que la formacion del nuevo enlace amida se evidencia mediante la deformacién de la
sefial de las aminas libres (NH>) y la aparicién del grupo carbonilo. Por otra parte, la inclusion de
cadenas laterales provenientes de la molécula del acido 3-Mercaptopropanoico se encuentran en
la region del estiramiento metilo (-CHs) cerca de 2914 cm™ respecto a lo informado en la literatura,
esta sefial sugiere de manera cualitativa que las cadenas alquilicas forman parte de la estructura

principal de la molécula de quitosano. La aparicién de la nueva banda a 1250 cm™ demuestra

56



que en la estructura del quitosano modificado existe la presencia de movimientos tipo estiramiento

(C-SH) los cuales, resultan ser tipicos en moléculas mercaptocarbonadas.

De manera complementaria y de acuerdo a un trabajo realizado por Zhu y col, en el afio
2012 es posible que suceda la formacion de puentes bisulfuro (S-S) como parte de un rearreglo
estructural, esta sefial es posible apreciarla en el espectro b, del quitosano modificado y se sitla
en 810 cm™. De acuerdo a Vieira, 2012 report6 como una de las sefiales mas significativas en la
caracterizacién estructural de derivados de mercaptanos, el estiramiento del grupo (S-H), aparece
en el espectro de infrarrojo del quitosano modificado y se encuentra a 2540 cm™. En relacion al
andlisis y a la comparacion de los espectros es posible sugerir que se sintetiz6 un compuesto
derivado del quitosano con dos nuevos grupos funcionales: el segmento de las amidas sobre el
Carbono 9 del quitosano y un grupo terminal timero. De manera complementaria se realizo el
andlisis de resonancia magnética de proton H-RMN para corroborar la estructura quimica

hidrocarbonada del nuevo compuesto sintetizado.
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Figura 24. Espectro infrarrojo por transformada de Fourier en donde se muestran las sefiales

representativas de quitosano nativo (a) y quitosano modificado con grupos tiol (b).
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3.3 Caracterizacion estructural de QSH por resonancia magnética de protén *H-RMN
(D2O/DCI)

En esta seccién se presentan los resultados relacionados con la caracterizacion estructural
complementaria de la molécula de quitosano nativo (QN) y su comparacién con quitosano
modificado con grupos tiol 6 mercaptano (QSH). En la figura (25-a) aparece el espectro de
resonancia magnética de proton (*HRMN DCI/D,0O) a una concentracién de 5 mg/mL de muestra
de quitosano nativo (QN). El estudio comparativo de los espectros correspondientes evidencia la
presencia de nuevas sefiales a campo alto que pertenecen a segmento alquilicos, lo anterior nos
lleva a pensar que la cadena proveniente del acido 3-mercaptopropiénico fue unida mediante un
enlace covalente y de manera exitosa. En el espectro de *H RMN (D,O/DCI) de Quitosano Nativo
(a) es posible apreciar las sefales caracteristicas ya reportadas en la literatura del oligosacérido,

La presencia del segmento de acetilacion (NHCOCH;3) se sitlla a campo alto cerca de 6= 2.08
ppm (1H), el valor de la integral analizada corresponde al grado de desacetilacién del polimero.
Por otra parte, los protones que pertenecen al anillo de piranosa fueron localizados en dos
sefales distintas, el proton vecino al grupo amina (CHNH;) contribuye con una sefal (Ha)
alrededor de 6=3.20 ppm (d, 1H), de igual manera es posible notar que existen sefiales multiples

que pueden ser asociadas con el resto de los protones del anillo piranésico (Hp+Hc+Hd+He), estos

desdoblamientos se localizan en un rango en desplazamiento quimico que va desde =3.19 ppm
hasta 6=4.15 ppm (m, 5H) estos resultados son similares a los reportados por Balanta D y col.,
en el afio 2010 los cuales reportaron la aparicion de un singlete a 6=2.1 ppm, correspondiente a
los protones del grupo acetamido, la sefial para la fraccion de D-Glucosamina aparece en 6=3.5

ppm y, entre 6=3.7-4.0 ppm describieron un multiplete.

La comparacion entre los espectros de *H RMN de los polimeros QN y QSH evidencia
que existe una disminucién notable sobre la sefial (Hg) que se presenta a 6=4.42 ppm (s, 1H),
este desdoblamiento es caracteristico del grupo amina (NH2) del quitosano, el decremento
asociado a esta sefial sugiere la sustitucioén de protones directamente sobre este grupo funcional,
dando lugar a la formacién de un nuevo enlace amida (NH-COQ) como resultado de la reaccién
del grupo amina con el compuesto 3-mercaptopropionico. El espectro de HRMN que
corresponde al quitosano modificado quimicamente (Figura 25-b), demuestra la presencia de
nuevas sefales que pudieran ser asociadas con cadenas laterales unidas a la molécula de

guitosano en concordancia a los resultados mostrados por Han, By col., en el afio 2012, la sefial
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gue se muestra a 6=1.12 (m, 3H) pertenece a los protones equivalentes de la cadena alquilica
proveniente del acido 3-mercaptopropionico (Hz+Hs), estos protones se encuentran a campo alto
por el efecto protector de los grupos alquilos vecinos en la cadena lateral. En esta misma region
de campo alto se aprecia la aparicién de la sefial 6=0.58 ppm (s,1H), est4 sefial se encuentra

desprotegida a campo bajo y ademas es caracteristica del protdbn que se encuentra en un grupo

mercaptano.
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Figura 25: Espectro de resonancia magnética de protén 'H-RMN en donde se muestran las

sefales representativas de quitosano nativo (a) y quitosano modificado con grupos tiol (b).
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La caracterizacion estructural de los polimeros QN y QSH mediante las técnicas de FT-
IR y *HRMN, sugieren que fue posible llegar a la formacioén de un nuevo compuesto derivado del
oligosacérido Quitosano, y que fueron unidos quimicamente cadenas laterales con terminacién
mercaptano. En la siguiente seccion se muestran los resultados del estudio de la sintesis de
nanoparticulas a partir del nuevo quitosano tiolado (QSH) y la influencia de algunos factores en

las propiedades fisicoquimicas de los nuevos sistemas coloidales

3.4 Efecto de larelacion molar QN/TPF sobre el tamafio de nanoplataforma

El presente estudio se basd en controlar las condiciones especificas de concentracién de
entrecruzante y monitorear el tamafio de particula y la polidispersidad mediante la técnica de
dispersién de luz dinamica. La sintesis de nanoparticulas de quitosano de bajo peso molecular
por gelacion i6nica con el entrecruzante tripolifosfato sdédico (TPF) dio como resultado la
obtencion de sistemas coloidales relativamente estables, sin embargo, existen factores que
pueden influenciar en el rendimiento de la reaccién y en la capacidad de carga del nanomaterial,
en este punto se discutira el efecto de la concentracién de TPF sobre el tamafio de particula y la

polidispersidad.

En la figura 25 se muestran los resultados del estudio del efecto del radio molar de QN/TPF
sobre el tamafio de particula determinado por DDL, los datos muestran la tendencia a incrementar
el radio hidrodinamico de las nanoparticulas al incrementar la concentracion de entrecruzante
TPF. Las nanoparticulas nombradas como QT; corresponden a la relacion molar Q/TPF 1:5.4,
esta reaccion representa la menor concentracion utilizada de entrecruzante, el diametro
hidrodinamico se encuentra en 405 nm, este dato corresponde con los experimentos publicados
por Siafaka y col., 2015, cuyos experimentos en liberacién de un farmaco (timolol), los tamafios
de nanoparticula varian desde 190 nm a 525 nm, reportando tamafios de particula de similares
caracteristicas morfolégicas y encontraron que éste dependia directamente del soporte utilizado,

de las concentraciones y de su relacion con el TPF.
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Para los siguientes incrementos en la concentracion de TPF se manifiesta la tendencia a
disminucién en el tamafio de particula a 338 nm, para el radio molar de la muestra QT (1:5.1),
esto nos lleva a sugerir que la reaccion de entrecruzamiento entre las cargas positivas del
quitosano en forma protonada (NHs") y el TPF () se ve favorecida al incrementar el
entrecruzamiento idnico, dando lugar a la formacion de estructuras mas restringidas
espacialmente y por lo tanto mas compactas. El siguiente incremento en la cantidad de moléculas
reaccionantes de entrecruzante anionico dio lugar a la obtencion de sistemas coloidales de hasta
382 nm para la muestra QTs, 307 nm para la relacion molar (1:4.5) QT4, es importante mencionar
que segun Bravo y col., quienes estudiaron el efecto de entrecruzamiento de TPF en microesferas
de quitosano los incrementos de entrecruzante estan asociados al pH del sistema de reaccién
por efecto de la concentracién de los grupos fosfatos, como el biopolimero gelifica en presencia
de una solucién acuosa de TPF, éste se disocia y genera iones, los cuales interaccionan por
despotronacion o por entrecruzamiento iénico.

De acuerdo a Hashad y col., (2016) para la optimizacién de pardmetros de formulacion en
nanoparticulas de quitosano/TPF es conocido que la estructura del quitosano esta en funcion del
pH del medio en que se encuentra, esto debido al valor del pKa del quitosano, las cercanias a
este valor favorecen la formacion de agregados de quitosano y en condiciones basicas a la
precipitacion de las cadenas poliméricas. Las nanoparticulas de menor tamafio se alcanzaron
para la muestra QTs con la relacién molar de (1:4.2), este hecho confirmé que a concentraciones
altas de entrecruzante existe la tendencia a la disminucién en la distribucion de tamafios de hasta
229 nm, por otro lado, resulta evidente que el incremento de TPF conduce ademas a la formacion
de sistemas con menor polidispersidad, este fenémeno fue observado también por da Silva y col.,
en el afio 2016 los cuales mediante gelificacion ibnica prepararon nanoparticulas en una relacion
de masa 1:7 a un pH 5.8 mostrando un andlisis de tamafio alrededor de los 200-300 nm
encapsulando antioxidante acido rosmarinico. Los resultados de esta investigacion sugieren que
el incremento en la cantidad de TPF homogeniza la reaccion de todos los grupos amina del
biopolimero, dando como resultado particulas de similar tamafio y morfologia, es decir sistemas

mas cercanos a la monodispersidad.
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3.5 Efecto de larelacion molar QSH/TPF sobre el tamafio de nanoplataforma

En la figura 26 se encuentran resumidos los resultados del andlisis por dispersion dindmica de
luz para los sistemas coloidales poliméricos, el objetivo de esta comparacion es determinar el
efecto de la concentracion de entrecruzante sobre el tamafio de particula del polication quitosano
tibmero. En las graficas se aprecia de manera general una disminucion importante en el tamafio
de particula por debajo de 200 nm para la mayoria de las muestras sintetizadas, esta observacion
nos sugiere que existe un efecto predominante por parte de los grupos SH (tiol) sobre el grado
de entrecruzamiento del polimero, los grupos tiol presentan conformaciones de tipo puente

bisulfuro en condiciones especificas como pH.

El estudio del efecto de la concentracion sobre esta propiedad fisicoquimica presenta
diferencias significativas entre las nanoparticulas de quitosano sin modificacién quimica y el
guitosano con cadenas de terminacion tiol. La muestra QSHT; (1:5.4) fue analizada y se obtuvo
un valor de didmetro hidrodinamico cercano a 376 nm, en comparacion con la relacion molar
correspondiente al quitosano nativo (QT1) que fue de 405 nm, es notable que existe una

disminucion para la muestra modificada.

Es posible asociar este comportamiento con la presencia de estructuras mas
compactas, segun lo reportado por Dinnhaupt y col, 2015, los conjugados tioméricos mejoran las
caracteristicas fisico quimicas en sistemas nanoparticulados, ya que en su estudio reportan que
obtuvieron tamafios de particulas menores a 300 nm, la cantidad de entrecruzante tiene gran
impacto sobre el tamafio de particula debido a que la concentracién de entrecruzante anionico
(TPF) incrementa los pares i6nicos o puntos de entrecruzamiento. Los resultados obtenidos en
este trabajo muestran una tendencia similar, esto se confirma con el resultado del analisis de la
muestra QSHT, en la concentracion de entrecruzante (1:5) el valor registrado para tamafio

representa una disminucion importante, ya que se alcanz6 un didmetro hidrodinamico de 143 nm.

Se pretende explicar la tendencia a la disminucion del tamafio de particula tomando en
cuenta que el tamafio de particula depende del grado de entrecruzamiento iénico de los
polimeros. De esta manera si se toman en cuenta las interacciones de tipo puente bisulfuro entre
los grupos tiol, estos enlaces pudieran contribuir a interacciones internas en la cadena y favorecer
la formacion de estructuras mas compactas. Para los casos de las muestras QSHT3.5 (178 nm)s,
(132 nm).y (176 nm)s respectivamente, en estas nanoparticulas prevalecié la disminucion en el

diametro hidrodindmico. Estos resultados son parecidos a los reportados por Martien y col.
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(2007), en su estudio presentaron datos similares donde los diametros de nanoparticulas de

quitosano tiolado/pDNA se encontraron en el intervalo de tamarfio de 100-200 nm.
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Los resultados demuestran que el tamafio de particula de quitosano esta en funcién de
la concentracion de tripolifosfato, tendiendo a disminuir, pero un exceso en la concentracién de
moléculas del entrecruzante conduce a la precipitacion de las cadenas de quitosano. Los
resultados obtenidos en este trabajo demuestran que fue posible obtener nanoparticulas por
debajo de 200 nm, ademas el tamafio de particula se mantuvo por debajo de este valor a pesar
de incrementar la concentracion de entrecruzante, las curvas de DDL demuestran que todas las
muestras estan libres de microagregados. Esta aportacion resulta de gran impacto en la
ingenieria de materiales, especificamente hablando en la preparacion de nanoparticulas de
quitosano modificado. En las siguientes secciones se discutira sobre el impacto en el potencial
zeta, que como se sabe, este valor esta relacionado ampliamente con la estabilidad coloidal.

3.6 Estudio del efecto de la relacién molar Q/TPF y QSH/TPF sobre el potencial zetade

la nanoplataforma

El disefio de nanoplataformas que puedan ser utilizadas como agentes de liberacién controlada
de farmacos en sistemas bioldgicos se basa en la 6ptima modulacion de las propiedades
fisicoquimicas de los materiales involucrados. Propiedades como el tamafio de particula,
morfologia y carga superficial, determinan en gran manera los mecanismos de interacciéon con la
doble capa fosfolipidica, vias de internalizacion y efectos citotoxicos. Por esta razén en este
apartado se pretende abordar los efectos de la concentracion de entrecruzante (TPF) sobre la

carga superficial de las nanoparticulas de quiotsano nativo y quitosano tibmero.

La figura 27 ofrece el conjunto de mediciones de potencial zeta realizada para todas las
muestras derivadas del quitosano. De manera general es posible apreciar que todos los
potenciales son positivos por encima de 18 mV de acuerdo a lo esperado, ademas de la notable
disminucién en los valores de potencial zeta a mayor concentracion de agente entrecruzante TPF.
Este comportamiento se relaciona con el mecanismo de la reaccion de entrecruzamiento ionico,
en el cual ocurren la formacion de pares ionicos, el quitosano aporta el cation proveniente del
grupo amina protonado (*NHs) y el contra ion se encuentra en la molécula de TPF". En base al
andlisis de resultados es posible observar que la muestra con menor concentracién de TPF para
el quitosano sin modificar, presenté el mayor valor de potencial zeta (QT1) (=34 mV, este valor
concuerda con los potenciales reportados para esta reaccion por Hashad y col en el afio 2016 los
cuales reportaron un aumento de 21 a 59 mV en el potencial zeta de las particulas atribuido a

una menor neutralizacion de los grupos amino por TPF, en consecuencia este reactivo se
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convirtié en limitante, por esta raz6n mas sitios de quitosano se quedaron sin unir. El incremento
de la concentracibn de agente entrecruzante para la muestra (QT2) se vio reflejado con la
disminucion del potencial zeta {= 30 mV, esto seguramente debido a un efecto de apantallamiento
ya que existe una mayor concentracioén del polianion y por lo tanto la tendencia sera disminuir la
carga positiva en la superficie. Los siguientes incrementos en la concentracién de tripolifosfato
reflejan un efecto similar, es decir el potencial zeta disminuye hasta alcanzar un valor minimo de
(=29 mV.

I oT,
I QSHT,
QSHT5 18.9 mV i
Qs 299mV
QSHT4 19.4 mV i
QT4 302mvV A
QSHT3 212mV i
. 29 mV ]
QSHT2 24 mV )
QT2 130 mv !
QSHT1 23 mV -
QT1 34 mV -

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Potencial Zeta (mV)

Figura 28. Gréfica de estudio del efecto del radio molar de Q/TPF (QTy) y QSH/TPF(QSHT,)
sobre el potencial zeta (mV) de particula determinado equipo Zetasizer

Es importante comentar que las muestras derivadas del quitosano puro fueron monitoreadas

y éstas estuvieron libres de agregados o precipitados. Por otra parte, la familia de nanoparticulas
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preparadas a partir de QSH (tibmero) presentd valores con menor carga superficial comparada
con el quitosano nativo. A pesar de experimentar disminucion en la carga de la superficie, las
muestras preparadas con QSH fueron estables y libres de precipitados de quitosano. De igual
manera la figura 27 presenta los valores de potencial zeta para las nanoparticulas preparadas
con QSH, y podemos apreciar una notable disminucién en la carga superficial para la muestra
que utilizd6 menor concentracién de TPF, este sistema QSHT: manifestd un potencial zeta de 23
mV. Resulta evidente el efecto de los grupos tiol en el potencial zeta, ya que ese mantiene un
valor de carga superficial por debajo de 25 mV. Los incrementos en la concentracién de polianion
se reflejan en la disminucién del potencial. De acuerdo a la siguiente muestra, QSHT.2y QSHT3
dieron como resultado las mediciones 24 mV y 21 mV respectivamente, y el minimo valor de
carga superficial registrado corresponde a la muestra QSHTs {= 18 mV. Es importante mencionar
que la disminucion de los valores del potencial no estuvo asociado a fendbmenos de agregacion o
precipitados, ya que se sabe que los cambios abruptos en los valores de potencial zeta

desfavorecen en cierta manera las repulsiones entre particulas de la misma carga.

Los datos mostrados tienen concordancia a lo publicado por Lee y col., en el afio 2006 quienes
trabajaron en un sistema de administracion de teofilina. El quitosano modificado con la adicién de
grupos tiol reduce ligeramente la carga de las nanoparticulas, sus resultados muestran que
quitosano nativo tiene un potencial zeta de 22,7 + 4 mV, y, tras la tiolacién se reduce ligeramente

la carga para que las nanoparticulas presenten a un potencial zeta de 15,3 + 2 mV.

Este comportamiento confirma que es posible sintetizar nanoparticulas a partir de QSH,
aun a concentraciones elevadas de entrecruzante, estos sin afectar su estabilidad coloidal.
Ademas, es posible modular las propiedades de potencial zeta (C) y de didmetro hidrodinamico
en funcién de la concentracion de entrecruzante anidnico, todo esto para dar lugar a
nanoparticulas biocompatibles y que presentan estabilidad coloidal en condiciones normales. La
principal aplicacion de estos sistemas puede ser como agente de carga y liberacion de farmaco.
En la siguiente seccion se presenta el estudio del impacto de la concentracién de entrecruzante

sobre la capacidad de carga de un antineoplasico (Cisplatino).
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3.7 Estudio del efecto de larelacion molar Q/TPF y QSH/TPF sobre la eficiencia de

atrapamiento de farmaco antineoplasico Cisplatino

En el area de materiales biocompatibles resulta de gran interés la sintesis de nanoestructuras
que de acuerdo a sus propiedades fisicoquimicas pueden ser utilizados como agente de carga
de sustancias de interés terapéutico. Las propiedades como tamafio de particula (relacién
volumen/tamano), carga superficial y porosidad, son algunas de las propiedades de mayor
impacto en la interaccibn de las nanoplataformas con farmacos. En nuestro trabajo de
investigacion se sintetizaron nanoparticulas de quitosano y se evalué su capacidad de
entrampamiento de un antineoplasico Util en la terapia contra el cancer de mama. De acuerdo a

Siafaka y col.,2015, la capacidad de entrampamiento se define mediante la ecuacion:

masa de farmaco en Nanoparticula (NP’s)

Eficiencia de Atrapamiento = - ——
masa de farmaco inicial

La concentracion del Cisplatino en el exterior de la cépsula (sobrenadante) fue
determinado mediante el método indirecto del complejo (Cisplatino(o-fenildiamina) en
dimetilformamida por el método de espectroscopia de UV-Vis. El porcentaje de entrampamiento
corresponde a la cantidad de farmaco en este caso cisplatino en el interior de la capsula y la

cantidad adsorbida en la superficie.

La figura 28 presenta los valores calculados de eficiencia de atrapamiento (%EA) de
cisplatino para las nanoparticulas QTxy QSHT,. De manera general es posible observar que
existe una notable tendencia al incremento en cuanto a la concentracién de cisplatino en la
nanocapsula al incrementar la concentracion de agente entrecruzante. Este hecho puede
explicarse ya que se sabe que el TPF juega un papel muy importante en el entrecruzamiento
ibnico de las cadenas libres y extendidas de quitosano, por lo tanto, al incrementar la
concentracion de puntos de union o entrecruzamiento entre quitosano y TPF, posiblemente
quedard una mayor cantidad de farmaco atrapado en el interior y superficie de la esfera

biopolimérica.
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Figura 29. Grafica de estudio del efecto del radio molar de Q/TPF (QTx) y QSH/TPF(QSHT))
sobre la eficiencia de atrapamiento (%) de particula determinado por un método indirecto de

espectroscopia ultravioleta-visible

Por otra parte, el andlisis de los resultados de la comparacién entre los sistemas de
quitosano modificado (QSHTy) y quitosano nativo (QTx) revela que existe una mayor tendencia a
encapsular el farmaco para las nanoparticulas modificadas. Segun los datos registrados para las
particulas QTx, las muestras con una menor concentracion de entrecruzante alcanzan los valores
maximos para %EA, siendo 50.9 % y 53.5 % para QT:1y QT respectivamente. Los siguientes
valores de entrampamiento evidencian un decaimiento notable de hasta 29.3 % para el sistema
QTs. Estos resultados contrastan con los publicados por Lamarray col., en el afio 2016 reportaron
una eficiencia de encapsulamiento de 82% en nanoparticulas de quitosano/acido Galico. En otro
estudio realizado en 2015 por Hecq y col., hay similitud en lo reportado por nuestro trabajo donde
se prepararon nanoparticulas de quitosano cargadas de insulina por medio de autoensamblaje
de interacciones electrostaticas entre el farmaco y las cargas del polimero con un promedio de

eficiencia de encapsulamiento de 52%.
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Este comportamiento puede asociarse con las propiedades fisicoquimicas ya estudiadas en
secciones anteriores. Es decir, los sistemas con una menor concentracion del entrecruzante
conducen a la obtencién de sistemas coloidales de menor tamafo, mientras que las reacciones
realizadas con la mayor concentracion de TPF (QTs), dan lugar a la formacion de agregados

coloidales con valores de indice de polidispersidad por encima de 40 %.

Para el caso de las particulas preparadas con quitosano tiolado, se observa un
comportamiento inverso si lo comparamos con el polimero sin modificar. La muestra preparada
con la menor concentracion de TPF (QSHT:) registr6 un valor de 55.9 % de cisplatino en la
capsula, los incrementos de TPF se vieron reflejados proporcionalmente al % de eficiencia de
atrapamiento, por ejemplo, para las muestras QSHT... fueron medidos valores de 61 %, 57 %y
57.4% de manera correspondiente. Por dltimo, la muestra QSHTs, registré un valor de %EA de
farmaco cercano a 57.6 %, la estabilidad de los sistemas sintetizados estd ampliamente
relacionada con la eficiencia de atrapamiento, es por eso gque las muestras QSHTXx confirmaron
la tendencia al incremento de este valor si lo comparamos con las muestras nativas QTx. De
acuerdo a un estudio similar llevado a cabo por Martien y col., en el afio 2007 los diametros de
nanoparticulas de quitosano tiolado/pDNA estan en el intervalo de tamafio de 100-200 nm, En
concordancia con dicho trabajo quitosano tiolado muestra una mejor prospectiva en la

encapsulacion de farmacos

Esta diferencia la relacionamos con la posible formacién de puentes bisulfuro (S-S) que
pudieran clasificarse como interacciones intramolecurares entre cadena y cadena de quitosano,
lo que contribuye a la formacién de estructuras mas compactas y homogéneas al incrementar la
cantidad de moléculas de TPF. Estos resultados reflejan similitud con los mostrados por Martien
y col., en el afio 2007, los cuales informaron el aumento de propiedades mucoadhesivas de 5 a
10 veces con quitosano tiolado/pDNA, en comparacion con quitosano sin modificacion, por lo que
los autores también lo atribuyen a la formacion de enlaces disulfuro. Los resultados sugieren que
los sistemas de Quitosano tiolado pueden ser utilizados como agente de carga de farmaco,
inclusive que es posible modular la dosificacion de farmaco en el interior de la particula en funcion
de la relacion molar QSH/TPF. Es evidente que el quitosano tibmero presenta ciertas ventajas
frente a su compuesto precursor, esto al obtenerse estructuras mas compactas y con un mayor
% EA para el farmaco cisplatino en solucion acuosa. En la siguiente seccion se discutira acerca
de las propiedades morfolégicas de las dos familias de nanoparticulas sintetizadas en este trabajo

de investigacion.
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3.8 Micrografias de nanoplataformas de configuracion Q/TPFy QSH/TPF en

microscopio electrénico de transmision (TEM)

Como un estudio complementario al trabajo en las figuras 29 y 30, se exponen micrografias
representativas en TEM, las cuales confirmaron la sintesis de nanoplataformas de configuracién
Q/Cis y QSH/Cis, con forma esférica que se presentaron como particulas un tanto separadas. El
tamafio para las nanoparticulas fue generalmente con similitud al tamafio medido por DDL. Para
nanoplataformas de configuracién Q/Cis el tamafio oscil6 por debajo de 250 nm y para
nanoplataformas de configuracién QSH/Cis el tamafio se encuentra alrededor de 100 nm. En un
estudio realizado por Lee y col., en el afio 2013 reportaron nanoparticulas de cisplatino en PAA-
MMA las cuales tienen una morfologia esférica con dimensiones inferiores a 200 nm, Asi mismo,
también se observa una distribucion homogénea con tamafos de nanoparticulas similares para
los dos tipos de sintesis, esto también confirma el estudio realizado por DDL, donde se indicé
muestras libres de agregados, lo cual resulta en un sistema monodisperso. Por ultimo para los
dos tipos de sintesis se pueden observar que algunas nanoparticulas no tienen forma esférica
clara y presentan algunas irregularidades, resultado que también observé Lamarra y col., en el
afio 2016 sintetizando nanoparticulas de quitosano funcionalizado con &cido gélico en donde
reportaron una distribucion normal de forma irregular y superficie lisa. La morfologia y el control
de tamafio es un parametro importante debido a que tiene un significativo impacto en la

degradacion de la matriz polimérica, al igual que en la carga y liberacion del farmaco.
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Figura 30. Morfologia esférica de nanoplataforma QN/TPF en Microscopio electrénico de

transmision FEI-Titan G2
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Figura 31. Morfologia esférica de nanoplataforma QSH/TPF en Microscopio electrénico de

transmision FEI-TitAn G2
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CAPITULO 4. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se sintetizaron y caracterizaron nanoparticulas de configuracion
quitosano/cisplatino y quitosano tiolado/cisplatino mediante gelificacion ionotropica el cual es un
método propiamente econdmico, simple y amigable con el medio ambiente. Cada una de las
nanoparticulas desarrolladas exhiben caracteristicas adecuadas para llegar a ser consideradas

candidatas a utilizar como base de desarrollo en sistemas de liberacién de farmacos.

Se valido la sintesis de quitosano tiolado, con su caracterizacion estructural de la
moadificacion del quitosano nativo de bajo peso molecular, mediante espectroscopia de infrarrojo

por transformada de Fourier (FT-IR) y resonancia magnética de protén *H-RMN (D.O/DCI)

Las sintesis con mejores condiciones para llegar a ser propuestas como sistema de
liberacion de farmacos fueron las nanoparticulas de configuracion quitosano modificado con la
adicion de grupos tiol/cisplatino y en el conjunto de estas tras el andlisis grafico la relacion molar
1:5 de QSH/TPF se propone como la que exhibi6 mejoras notables en sus caracteristicas
fisicoquimicas para llevar a cabo esta funcion. Esto debido que presenta uno de los menores
tamafios de nanoplataforma el cual es importante en la internalizacién celular, la mayor capacidad
de atrapamiento, lo cual es indicativo de una mayor cantidad de farmaco antineoplasico a
transportar y un elevado valor de potencial zeta, este Ultimo es de importancia en la estabilidad

de la nanoplataforma y en la interaccién con los potenciales de membrana celulares.

Se verificd la morfologia en microscopio electrénico de transmisién, lo cual confirmé la

sintesis de nanoplataformas esféricas.

De acuerdo al desarrollo de este trabajo se presenta evidencia experimental que sugiere
a nanoplataformas de configuracién quitosano tiolado/cisplatino en relacién molar 1:5.1 de
QSH/TPF, como, un sistema promisorio para fines de liberacion de farmacos, aunque también es
vélido llevar a cabo un estudio mas detallado para conocer sus verdaderas capacidades en

estudios “in vivo”.
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CAPITULO 5. RECOMENDACIONES

En esta seccion se propondran recomendaciones, las cuales pretenden orientar a futuras trabajos
de investigacion, dado que es factible llevarlas a cabo para la obtencién de un panorama de

resultados mas concreto con la finalidad de ayudar al mejoramiento del mismo.

1. Determinar la capacidad de liberacion de farmaco de la nanoparticula mediante sistema
in vitro de membrana semipermeable.

2. Ajustar la liberacion de farmaco a un modelo de liberacion, con esto conocer el tipo de
liberacién controlada.

3. Realizar estudio de internalizacion celular en lineas celulares de cancer de mama, para

evaluar su efecto citotoxico.
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