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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue la sintesis y caracterizacion de nanocapsulas de
posible aplicacién potencial biomédica en la entrega y liberacion especifica de
farmacos. Para tal efecto, se realizé una nanoemulsién que fue obtenida por el
meétodo de nanoprecipitacion o emulsificacion espontanea, la cual se compone
por una fase organica que dara lugar a un nucleo oleoso estabilizado con un
surfactante en una fase solvente-acuoso. Los sistemas de nanocapsulas, se
obtuvieron a partir de diferentes diluciones de la nanoemulsion donde cada
dilucion se recubrié con una cantidad muy pequefia y fija del biopolimero
kappa-carragenina (k-CAR) a condiciones acuosas y temperatura ambiente.
Para ambos sistemas, también les fueron realizadas pruebas de estabilidad en

una solucion y temperatura fisiolégicos en funcion del tiempo.

Se utilizaron diferentes técnicas de caracterizacion, como Dispersion de Luz
Dinamica (DLS), Potencial Zeta ({), Microscopia de Fuerza Atdbmica (AFM) y
Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) con el propésito de obtener una
mayor informacion sobre el tamafo, carga superficial y estabilidad de los

sistemas de nanoemulsion y de nanocapsulas.

Como resultado de tamafio de la nanoemulsion se obtuvo un promedio de ~240
nm y se obtuvieron nanocapsulas con un tamafo promedio ~250-330 nm. En
potencial zeta (¢) de nanoemulsibn se obtuvo una carga de +80 y de
nanocapsulas una carga de -30 mV. Dichos parametros variaron en funcién de

la dilucién y condiciones de ambiente fisiolégicos.
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I.1. Justificacion

La nanociencia es la encargada del estudio, la comprension y el control de
fendmenos, asi como la manipulacién de materiales a escala nanométrica. La
nanotecnologia es el campo donde todas las herramientas y tecnologias
empleadas en el campo de la nanociencia. La nanotecnologia es un campo de
las ciencias aplicadas al control y manipulacién de la materia a una escala
menor que un micrémetro, es decir, la nanotecnologia estudia, disefia, crea,
sintetiza, manipula y aplica materiales, aparatos y sistemas que controlan la
materia a nanoescala. Dentro de la nanotecnologia se encuentra la
Bionanotecnologia, esta disciplina se encarga del estudio de la interaccion
entre los materiales nanométricos y los sistemas bioldgicos, desarrollando

herramientas para prevenir y tratar enfermedades en el cuerpo humano.

La nanotecnologia tiene grandes aportaciones en el area de la medicina y tiene
los proyectos mas avanzados en esta area, particularmente en lo relacionado
al tratamiento de enfermedades infecciosas, el tratamiento de algunos tipos de

cancer y el transporte dirigido de farmacos.

Las nanocapsulas son sistemas nanométricos vesiculares conformados de un
reservorio interno, que puede estar constituido por agua o aceite, rodeado y
estabilizado de una cubierta polimérica. Las nanocapsulas pueden dividirse en
dos grandes grupos dependiendo de los materiales empleados: materiales
sintéticos y por biomateriales. Para este trabajo, se ha desarrollado y estudiado

un sistema de nanocapsulas recubiertos por el biopolimero k-CAR.

La finalidad de estos sistemas de nanocapsulas con un nucleo de aceite de
oliva y recubiertos por k-CAR son las de un posible uso en la medicina,
particularmente relacionado con el transporte dirigido de farmacos, debido a las

propiedades de biocompatibilidad que posee el biopolimero mencionado.



[.2.  Objetivo general

Desarrollar y caracterizar el tamafio y carga de un sistema de nanocapsulas a
base de biopolimero kappa-carragenina. Los cuales pueden tener usos

potenciales en biomedicina.

[.3.  Objetivos Particulares

Para lograr tal objetivo se plantean los siguientes objetivos particulares:

Generar un sistema de nanocapsulas a base de un nucleo de aceite de
oliva estabilizado con un surfactante y recubiertas por el biopolimero «-

CAR mediante la técnica de nanoprecipitacion espontanea.

e Caracterizar la distribucion del tamafio de particula del sistema de

nanocapsulas recubiertas con el biopolimero k-CAR.

e Caracterizar el potencial de carga de la particula del sistema de

nanocapsulas recubiertas con el biopolimero k-CAR.

e Realizar pruebas de estabilidad, monitoreando la distribucién del tamafio
y carga de particula en un medio a pH y temperatura fisiolégicos en

funcién del tiempo.



[l. REVISION BIBLIOGRAFICA.



[I.1. Biopolimeros

La aplicacion de los biopolimeros en el campo de la medicina y en la
farmacéutica ha evolucionado a los avances en las tecnologias de sintesis,
purificacion y analisis, esto ha permitido desarrollar el tratamiento y vias de
administracion en los cuales los biopolimeros son parte de su composicion.
Este hecho que la ciencia de polimeros cada vez tenga mayor auge en el
campo de la medicina y farmacéuticas. Los polimeros biocompatibles se
pueden obtener de fuentes naturales o sintéticas y al ser introducidos en el

sistema bioldgico se consideran biomateriales poliméricos o biopolimeros. [1]

Con el paso del tiempo ocurren cambios en las propiedades de los
biopolimeros como el cambio en forma y color, todo esto debido al desgaste
gue es consecuencia de su interaccién con la luz, quimicos, calor y a otros
agentes, conllevando a la degradacion del biopolimero. Podemos realizar una
clasificacion dependiendo del tiempo de duracion en el que se espera que

mantengan su funcionalidad. [1][2]

e Caricter permanente: Se refiere a los biopolimeros cuya funcién

principal es funcionar como reemplazo total o parcial de 6rganos o teji-
dos que han sufrido degradaciéon o destruccion a causa de algunas
anormalidades. [3]

e Caracter temporal: Se refiere a los biopolimeros degradables que estan

disefiados para tener una duracion especifica, porque su funcionalidad

lo requiere. [3]

Al utilizar un biopolimero es necesario tomar en cuenta dos aspectos que
tienen un impacto el funcionamiento y en la salud del paciente. El primer
aspecto es el efecto que tiene el organismo al estar en contacto con el
biopolimero y el segundo aspecto es el efecto que tiene el biopolimero en el
organismo. Para la Ingenieria, representa un gran desafio el desarrollo de
nuevos biopolimeros debido a las complicaciones que pueden surgir para que

el producto final pueda cumplir su cometido. [3][4]



11.1.1 Polielectrolito

De la manera mas simple se puede definir un polielectrolito (PE) como un
polimero que se disocia en especies cargadas en solucion. Normalmente el
término polielectrolito es empleado para sistemas polimeros que consisten de
macroiones; es decir, macromoléculas que portan grupos ionicos unidos
covalentemente a su estructura, los cuales a su vez deben ser compensados
por contraiones de cargas contrarias para garantizar la electroneutralidad del

sistema. [5]

Cualquier estructura quimica, macromolecular puede ser transformada en PE
por medio de la unién covalente de un niumero razonable de grupos iGnicos en
la cadena polimérica. Sin embargo; los grupos funcionales capaces de
ionizarse en medio acuoso que pueden ser introducidos a estas cadenas son
relativamente pocos. En la Tabla I; se muestra los grupos funcionales que
comunmente son encontrados en PE, tanto del tipo anidénico como el tipo

cationico. [5]

Tabla I. Grupos funcionales mas comunes en polielectrolito.

Anionicos Catidnicos
—-COO —NH;"
—-CSS’ =NH,"
—0S035 =NH"
-S05° -NR;3"

Hoy en dia se conoce una amplia gama de polielectrolito. La Tabla Il muestra

una lista de algunos de ellos.



Tabla Il. Sistemas de polielectrolitos mas comunes.

Polisacaridos Anidnicos y catidnicos

Acidos Nucleicos

Gelatina

Acidos Lignosulfénicos

Acidos poliacrilicos y polimetacrilicos

Copolimeros del acido y del anhidrido maléico

Acido poli(estirensulfénico)

Poli(etilénimina)

Poli(etilénaminas) y poli(amidaminas)

Poli(cloruro de dialil-dimetilamonio)

Homo y Copolimeros de esteres catiénicos del acido acrilico

[1.1.2 Kappa-Carragenina

Los polisacaridos, se han utilizado ampliamente en la industria de alimentos
como espesantes, gelificantes, entre otras. Recientemente estan siendo muy

aplicados en la industria farmacéutica para la administracion de farmacos. [6]

En los ultimos afios, se ha investigado mas sobre los microorganismos marinos
tales como bacterias, microalgas y algas marinas; los cuales han manifestado
poseer materiales de propiedades relevantes. Entre ellos, las algas marinas
son las fuentes mas abundantes de polisacaridos tales como Carragenina y
Alginato. [9]

La Carragenina es el nombre genérico para una familia de polisacaridos
sulfatados de alto peso molecular, un hidrocoloide extraido de algas marinas
rojas de las especies Gigartina, Hypnea, Eucheuma, Chondrus y Iridaea. Se
compone de unidades de galactosa y anhidrogalactosa unidas por uniones

glicosidicas. [8]

Las diferencias principales que influyen en las propiedades del tipo de
carragenina son el numero y posicion de los grupos éster de sulfato, asi como

7



el contenido de 3,6-anhidro-galactosa (3,6-AG). Los tres tipos mas importantes
de carragenina (importantes desde el punto de vista comercial) son kappa (x),

iota (1) y lambda (), y sus estructuras se presentan en la Figura 1.

) o}
O\S//\ (k) Kappa-Carragenina
o// o OH

O

/ H on

D-galactosa-4-sulfato 3,6-anhidro-D-galactosa

o
O\S// (1) lota-Carragenina
Y4 SNo o

O

e H

D-galactosa-4-sulfato o] o
D-galactosa-2,6-disulfato

Figura 1. Unidad disacarida de repeticion de los tres tipos conformacionales mas importantes
de la familia de las Carrageninas.

Los mayores niveles de éster sulfato implican una menor fuerza de gelificacion.
La carragenina tipo kappa contiene de 25% a 30% de éster sulfato y de 28% a
35% de 3,6-AG. La carragenina tipo iota contiene de 28% a 35% de éster



sulfato y de 25% a 30% de 3,6-AG. La carragenina tipo lambda contiene de
32% a 39% de éster sulfato y no contiene 3,6-AG. [6,16]

Todas las fracciones de la carragenina son solubles en agua, que es insoluble
en disolventes organicos, aceite 0 grasas. Sin embargo; su solubilidad en agua
depende esencialmente de los niveles de grupos sulfato (muy hidrofilos) y en
sus cationes. Los principales cationes ionizables que se encuentran en la
carragenina son sodio, potasio, calcio y magnesio, pero también otros iones
pueden ocurrir en frecuencia mas baja. En consecuencia, la proporcién de
fracciones de sulfato y el equilibrio de los cationes en solucion acuosa
determinan la viscosidad de las soluciones y la fuerza de geles, que
representan las principales caracteristicas exploradas por las industrias
alimentarias y farmacéuticas en el uso de la carragenina como espesante,

gelificante y agentes estabilizantes.

Las ultimas aplicaciones de la carragenina en los sistemas de administracion
de farmacos, basandose en las caracteristicas especiales de la carragenina
tales como la fuerte carga negativa y de gelificacion, se ha utilizado como
agente gelificante para la liberacion controlada de farmacos y de retencién

prolongada.

Algunas de las principales aplicaciones de la carragenina y sus derivados en
diversos sistemas de administracion de farmacos son en las tabletas orales de
liberacion prolongada, mezcla de polimero como la matriz de liberacion
prolongada por via oral tabletas, como agente gelificante, como microsistemas/

nanoparticulas basados en carragenina para administracion de farmacos.

Las nanoparticulas a base de carragenina se pueden obtener en un entorno
acuoso en condiciones muy suaves basadas en la interaccion electrostatica,

evitando el uso de disolventes organicos u otros procesos agresivos. [9]



I1.2. Surfactantes

Los surfactantes son generalmente moléculas organicas anfifilicas que en
medios acuosos migran hacia su superficie orientandose de tal manera que
su componente hidrosoluble permanezca dentro de la fase acuosa vy el
hidrofobo quede fuera. Tal organizacion y agregacion de las moléculas de
surfactante en las interfaces agua-aire o agua-aceite afecta a las propiedades

superficiales. [10]

Las propiedades inusuales de las soluciones acuosas de surfactantes se
pueden atribuir a la presencia de grupo de cabeza hidréfilo y cadena hidréfoba
(o cola) en la molécula. El grupo de cabeza polar o i6nico normalmente
interactia fuertemente con un ambiente acuoso. [11] De hecho, es la
naturaleza del grupo de cabeza polar que se utiliza para clasificar los

surfactantes, tal y como se ilustra en la Figura 2.

..E No I6nico |—| No poseen carga

b |

g ~—{ Cationico En solucion forman iones de carga (+)
=

u=1 —{ Aniénico | —| En solucion forman iones de carga (-)

Figura 2. Diagrama de la clasificacién general de los surfactantes.

I1.2.1 Surfactante Catidnico

Son aquellos que en solucién forman iones, resultando cargado positivamente
el grupo hidrofobo de la molécula. En general, son compuestos cuaternarios de

amonio o0 una amina grasa en medio acido. [12]

El término "surfactante cationico" se refiere a los compuestos que contienen
por lo menos una cadena de 8 a 25 atomos de carbono, derivada de un &cido
graso o de un derivado petroquimico y un nitrdgeno cargado positivamente, el
anion suele ser un Cl (), Br(), OH() y SO4(?).
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(+)
R

R\,

Re—

R4
Cr

Figura 3. Formula de un compuesto cuaternario del grupo amonio (-NR,").

La mayoria de los agentes catidnicos estan constituidos por una cadena larga
de sales de amonio cuaternarios o sales de alquilaminas. La cadena larga
constituye el grupo hidrofébico, en tanto que el hidrofilico pequefio y altamente
ionizado. Estos surfactantes son de menor interés que los agentes anidnicos y
no-ionicos pero reside su importancia por su eficiencia bactericida, germicida,
algicida, capacidad para formacion de micelas, etc. En el cation, el radical (R),
representa la cadena larga; los otros radicales pueden estar reemplazados por
atomos de hidrégeno u otros radicales alquilicos.

[1.2.2 Cloruro de Dodeciltrimetilamonio (DTAC)

El Cloruro de Dodeciltrimetilamonio (DTAC) es un surfactante cationico, el cual
posee dos propiedades importantes. Primero se absorben sobre una superficie
cargada negativamente, y segundo muchos de ellos tienen propiedades
bactericidas. En su caracter cationico, tiene la caracteristica de disminuir la
tension superficial y ademas tiene la capacidad de formar micelas en medios

acuosas y no acuosas. La Figura 4 se muestra la estructura molecular del DTAC.

CHjy
CHB(CH2}1|;JCH2_N+_CH3

CH; Cr

Figura 4. Estructura molecular del Cloruro de Dodeciltrimetilamonio (DTAC).
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[1.2.3 Aplicaciones en la Farmacéutica

La absorcién, distribucién y metabolismo de los surfactantes, es un tema de
estudio muy relevante para una mejor comprension de los mecanismos por los
cuales estas sustancias interaccionan en los medios biologicos sobre los

cuales son utilizados. [13]

Los surfactantes intervienen de dos maneras en la formacion de emulsiones;
por una parte reducen la tension superficial entre los liquidos inmiscibles; por
otro lado, forman una pelicula entre el liquido disperso (fase interna) y el medio
contindo (fase externa), actuando como una barrera protectora que retarda o
impide la separacion de dos liquidos inmiscibles. El tipo de emulsién a formarse
ya sea agua-en-aceite (W/O) y/o aceite-en-agua (O/W), depende del tipo de
surfactante utilizado, de la naturaleza quimica de los otros constituyentes del
sistema y de la proporcion relativa de las fases inmiscibles.

La funcion emulsionante de los surfactantes es probablemente la mas
importante para aplicaciones farmaceéuticas y cosmetoldgicas, debido a que las
emulsiones presentan ventajas considerables sobre otros tipos de
preparaciones: son faciles de aplicar, relativamente econdmicas (gracias a su
gran proporcion de agua), y permiten el uso simultaneo de sustancias
hidrosolubles y liposolubles. [13] Las emulsiones aplicadas en la farmacéutica
son utilizadas para la administracion de medicamentos. El tipo de emulsion
empleada (W/O y/o O/W) esta restringida en dependencia de la via de
administracion del farmaco. [14] Unos de los retos que presentan las
emulsiones aplicadas para la administracion de farmacos es la
biocompatibilidad de los medicamentos que depende de diversos factores
como la reparticion del principio activo entre las fases inmiscibles, tamafio de

particula, viscosidad de la fase externa, entre otras.

[1.2.4 Complejo Polielectrolito-Surfactante (PE-S)

En muchas aplicaciones industriales se utilizan espumas y emulsiones que
deben mantenerse estables durante tiempos prolongados y los complejos

polielectrolito (como en el caso de Carragenina) - surfactante han demostrado
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ser Utiles para alcanzar la estabilidad deseada. [15,16] Los complejos PE-S
exhiben caracteristicas conformacionales, estructurales y dindmicas muy
diferentes a la de sus componentes puros y poseen una amplia gama de

aplicaciones y han sido objeto de varios estudios. [17]

Las interacciones entre los polielectrolito con cargas opuestas y surfactante son
bastante fuertes y pueden inducir la formacion de complejos, resultando a
menudo en estructuras altamente ordenadas. Ambas interacciones
electrostaticas entre los componentes cargados y de las interacciones
hidrofobicas entre la estructura polimérica y las cadenas del surfactante son
importantes en la conduccion de la auto-ensamblaje de moléculas para formar
estructuras ordenadas (Figura 5). Estas estructuras bien definidas de
polielectrolito y complejos surfactantes manifiestan propiedades mecénicas,
Opticas, eléctricas y biologicas, que podrian ser muy utiles en cosméticos,

alimentos, pinturas, revestimientos, medicina y otras tecnologias. [18]

Hay meétodos generalizados para la produccion de materiales poliméricos
ordenados. Sin embargo, la formacién de complejos de polielectrolito de carga
opuesta a través el proceso de auto-ensamblaje ofrece una serie de ventajas:
son faciles de sintetizar y aislar; poseen una organizacién controlable para la
construccion de una amplia variedad de estructuras ordenadas. Por lo tanto, es
posible manipular las estructuras supramoleculares en una escala nanométrica
con el fin de disefar funciones especificas entre el polielectrolito y surfactante
(complejos PE-S). [18] Al afiadir una solucién de polielectrolito a una solucion

de surfactante de carga opuesta o viceversa.

Figura 5. Esquema de la estructura de autoensamblaje de un polielectrolito y un surfactante
para la formacion de un complejo.
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[1.2.5 Aplicaciones

Los complejos PE-S, exhiben caracteristicas conformacionales, estructurales y
dindmicas muy diferentes a la de los componentes en estados puros, las cuales
son aprovechadas en una amplia gama de aplicaciones en la biotecnologia y
medicina, entre otros. En estos campos los complejos PE-S, son aplicados con
fines de microencapsulacion de farmacos, enzimas, células, microorganismos,
generacion de multicapas como biosensores, inmovilizacion de proteinas por
formacion del complejo y complejos en donde se utilizan como vectores en

terapia génica Figura 6b(1-3).

Polyeationpolyann
biayer, D= 1-3 mm

Figura 6. Aplicaciones de un complejo polielectrolito-surfactante (PE-S). Figura 6a (1-3)
complejos con superficies de materiales; Figura 6a (1-3) complejos para microencapsulados.

[1.3 Aplicaciones de la nanotecnologia en la farmacéutica

La nanotecnologia se considera cada vez mas como la tecnologia del futuro, en
esta disciplina los cientificos estan adquiriendo habilidades para comprender y

manipular materiales a la escala de atomos y moléculas.

La investigaciéon en nanotecnologia ha desarrollado grandes avances en las
areas de la comunicacion, la ingenieria, la quimica, la fisica, la robdtica, la

biologia y la medicina. En la medicina, la nanotecnologia ha sido utilizada para
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la administracion de farmacos terapéuticos y el desarrollo de tratamientos para
una variedad de enfermedades y trastornos. Por lo tanto, hay avances muy
significativos en estas disciplinas.

Los sistemas de administracion de farmacos han atraido cada vez una mayor
atencion, cuyo objetivo es ofrecer medicamentos de impacto a un lugar
especifico y en periodos de tiempo definidos. El objetivo de esta administracion
es transportar cantidades adecuadas de medicamentos a los sitios deseables
(sitios blancos), tales como tumores, tejidos enfermos, etc.; mientras que
minimizan los efectos secundarios no deseados de los farmacos administrados

de maneras tradicionales. [19]

En los ultimos afios, los sistemas de micro y nano escala pueden aumentar la
eficiencia de los tratamientos terapéuticos de numerosas maneras, ya que
tienen la capacidad de detectar y responder a los enfermedades directamente
en el sitio, afectar a las células y tejidos dafiados debido a una enfermedad y
fisiolégicamente mejorando asi la calidad de vida de un paciente rapidamente.
[20]

Los sistemas micro y nano escala son una nueva clase de agentes terapéuticos
inteligentes y son sistemas de suministro que estan disefiados para realizar
funciones de deteccidn, aislamiento y/o liberacién de agentes terapéuticos para

tratamiento de enfermedades.

En los biomateriales el area de las nanoestructuras poliméricas tales como los
polimeros ramificados, dendrimeros y micelas poliméricas han tenido un gran
crecimiento en la ciencia debido a sus propiedades y gran potencial para la

administracion de farmacos. [21]

Para utilizar un polimero para la administracién de un medicamento tiene que
ser biocompatible, biodegradable, no-toxico, etc. Como resultado de su
capacidad de degradacion ademas de la difusion del farmaco a través del

material polimérico contribuyen a la liberacion del farmaco.

Las micelas poliméricas, se caracterizan por ser nanomeétricas (>100 nm),
conformadas de polimeros en bloque anfifilicos con una estructura de nucleo-

corteza. De esta manera las nanoparticulas poliméricas estan conformadas de
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nacleos de polimeros hidrofobos biodegradables protegidas por un polimero
qgue estabiliza su dispersién en medios acuosos. El agrupamiento de nucleo-
corteza, los hacen atractivos para su uso en sistemas de administracion de
farmacos en aplicaciones clinicas, especialmente para medicamentos

hidrofobos caracterizados por su muy baja solubilidad en agua. [19]

Las nanoparticulas metalicas, se han utilizado en diversas aplicaciones
biomédicas, incluyendo sondas para microscopia electronica para visualizar los
componentes celulares, la administracion de farmacos (vehiculo para la
administracion de farmacos, proteinas, péptidos, plasmidos, ADN, etc.),

deteccion, diagndstico y tratamiento (dirigida y no dirigida).

Manodispositivos Biomedicos

L
Ingenieria de Tejidos - :
g | & @ Diagnosticos
Implantes médicos @ '. Biodeteccidn de Patogenos

Tecnologia de deteccidn de drogas '. ® Avances en Imagenes Medicas

@ Nanotecnologia @/dentificar

Liberacidn controlada de farmacos @ ® Laboratorio en tecnologia de chip
Bionanosensores g @ OCrientacion de Drogas
Desinfeccion @ # Nanomedicinas
—
Manocobertura

Figura 7. Aplicaciones de la nanotecnologia en la biomedicina.

Se espera que los avances en nanomedicina puedan proporcionar soluciones a
muchos de los problemas de la medicina moderna. Se discute la
comercializacion de la nanomedicina, concentrandose s6lo en desarrollos de
productos que se encuentren en los ensayos clinicos o que ya han sido
aprobados para su uso. Ademas las nanoparticulas pueden ser incorporadas
dentro de nanocompositos y recubrimientos, por lo cual deben ser acotadas en

otra clasificacion. Caso especifico, en la actualidad ya existe un alto nivel de
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investigacion y desarrollo comercial de formulaciones que incluyen liposomas y

emulsiones a nanoescala como plataformas de liberacion de farmacos. [22]

Tabla Ill. Tipos de nanoestructuras utilizadas para aplicaciones en

nanomedicina.

Nanocomponente Investigacion Comercial
Terapéutico Dispositivo  Total Terapéutico Dispositivo  Total

NP firme 3 12 15 0 28 28
Nanodispersion 5 0 5 1 1 2
NP Polimérica 23 0 23 9 0 9
NP Proteica 4 0 4 2 0 2
Liposoma 53 0 53 7 1 8
Emulsion 18 1 19 9 0 9
Micelas 8 0 8 3 1 4
Denymers! 2 2 4 o s 3
Virosoma 6 0 6 2 0 2
Nanocomposito 0 0 0 0 18 18
NP Recubierta 0 2 2 0 6 6
Material Nanoporoso 0 3 3 0 2 2
Nanopatrones 0 2 2 0 2 2
Puntos Cuénticos 0 1 1 0 4 4
Fulerenos 0 1 1 0 0 0
Hidrogel 0 0 0 0 1 1
Nanotubos de Carbono 0 1 1 0 0 0
Totales 122 25 147 53 67 100

La Tabla Ill presenta un desglose de tipos de nanoestructuras utilizados como
productos en nanomedicina. Las diversas formas de nanoparticulas eran las
categorias mas prevalentes, con numeros significativos en ambos productos

comerciales y aplicaciones en investigacion. [22]
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[I.4 Nanoencapsulaciéon

Las nanocapsulas son un sistema vesicular que estan constituidas por un
nacleo y un material de pared que envuelve el ndcleo, donde el nlcleo es un
producto sélido, liquido o gaseoso, que esta envuelto por el material de pared
sélido, por lo general polimero. Se han encontrado con un potencial prometedor
como via de administracion de farmacos eficaces para la administracion de

farmacos.

En este trabajo se desarroll6 un modelo de nanocapsulas que estan
compuestas por un nucleo oleoso, surfactante y una capa hidréfila compuesta
por un biopolimero. Se han encontrado con un potencial prometedor como via

de administracion de farmacos eficaces para la administracion de farmacos.

()

MNucleo Liquido

+ Membrana Polimerica

| =]

Matriz Polimerica

Membrana Polimerica

|

Nucleo Liquido
} * Membrana Polimerica

Principio Active

Figura 8. Clasificacion de estructuras de nanocapsulas: (a) ntcleo liquido, (b) matriz polimérica
y (¢) principio activo

Las nanocapsulas se pueden obtener por medio de diferentes métodos de
preparacion como: la nanoprecipitacion, emulsion de difusién, doble emulsion,
emulsién de coacervacion, polimero de recubrimiento y la de capa por capa.

[23] Se debe de realizar un andlisis de las nanocapsulas de tamafio, carga

18



(Potencial Z), pH, espesor, eficiencia de encapsulacion, la liberacion de la

sustancia activa, estabilidad y realizar pruebas farmacoldgicas in vivo.

Existen numerosos métodos para la elaboracion de nanoparticulas que
permiten la encapsulacion de moléculas hidrofobas o hidrofilas.

Para la formacién de las nanocépsulas independientemente del método que se
haya seleccionado se deben de seguir los siguientes pasos: *Eliminacion de
solvente (agitacion magnética moderada, evaporacion por vacio, ultrafiltracion),
*Purificacion (lavado con agua), *Recuperacion (ultra-centrifugacion) vy

*Estabilizacion (secado-pulverizacion).

La emulsion por evaporacion de solvente consiste en formar una emulsién a
partir de dos fases inmiscibles. Una fase acuosa y una fase organica que
contiene el principio activo y el polimero destinado a la formacion de la
nanoparticulas. [24] Una vez formada la emulsion, el solvente organico es
evaporado, por lo que debe ser suficientemente volatil. La principal ventaja de
este método es la alta eficiencia de encapsulacion de principios activos de

caracter hidroéfobo.

En la Figura 9, se muestran los diferentes métodos para la formacion de las

nanocapsulas y sus mecanismos fundamentales.

Para la formacion de un sistema de nanocapsulas utilizando el método de nano
precipitacion, para la sintesis de nanocapsulas es necesario tener dos fases
una de disolvente y otra de no disolvente, también se les puede nombrar como
fase organica y acuosa respectivamente. La fase de disolvente consiste en una
solucion que contiene un disolvente (medio organico) o mezcla de disolventes
(etanol, acetona, hexano, etc.), el aceite, el surfactante, la sustancia activa y el
polimero. En cambio, en la fase de no disolvente consiste en un no disolvente o

una mezcla de no disolventes, por lo general se utiliza agua. [23,25]
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Figura 9. Procedimientos generales de los diferentes métodos de preparacion de sistemas de
nanocapsulas. [23]

Los polimeros biodegradables son los mayormente utilizados en el método de
nanoprecipitacion; sin embargo, también es bien conocido el hecho de que los
polimeros sintéticos poseen una mayor pureza y mejor reproducibilidad que en
el caso de los biopolimeros. Ademas los componentes como la sustancia
activa, el aceite y el surfactante son elegidos teniendo en cuenta la solubilidad,
toxicidad y degradacion del polimero. Como solventes la acetona y el etanol

son los mas utilizados. [26]

Durante el método de nanoprecipitacion (Figura 10), las nanocapsulas se
obtienen como una suspension coloidal que se forma cuando se afiade la fase

organica lentamente y la fase acuosa con una agitacion moderada. Del mismo
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modo, las caracteristicas de las nanocapsulas estan influenciadas por la

naturaleza y concentracion de sus componentes.

s o~ i [
f r i
l I -
- : o
| F
| P
v - - . Concentrado de las
G : . 9 Hanoparticulas
g0 g . * . g 5"
L
[aae Hanoemulsion Evapor acion el Sulvenle

Organica + Acubsa

Surfactantz/ Fase acuosa

Figura 10. Preparacioén de las nanocapsulas por el método de nanoprecipitacién.

[1.4.1 Nanoencapsulacion a base de polimeros y sus aplicaciones en

biomédica farmacéutica

El concepto de nanoencapsulacion polimérica para el disefio de nuevos
sistemas de liberacién de farmacos surgié hace unos afios, y los avances
recientes en la nanotecnologia han ofrecido una gran cantidad de nuevas
oportunidades para el diagndstico y tratamiento de diversas enfermedades. [27]
El gran desarrollo de las nanocapsulas como una herramienta para permitir la
entrega y liberacién especifica de farmacos con aplicaciones biomédicas en

humanos y en animales.

El uso de biopolimeros en el area biomédica esta llamado a convertirse en una
disciplina revolucionaria dado sus multiples aplicaciones a escala macro, micro
y nano en medicina humana, las cuales dependen de la naturaleza de los
polimeros, sus funcionalidades quimicas reactivas, su nanoestructura,

morfologia, técnica utilizada y propiedades fisico-quimicas. [28]
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Las particulas de tamafio controlado a micro o nano escala, compuestas de
una cubierta mono o multicapa del biopolimero, tienen las siguientes
caracteristicas: otorgan proteccién al principio activo encapsulado, aumentan
su biodisponibilidad, ofrecen mayor facilidad en la incorporacion y permiten
disponer de diferentes vias de administracion, etc. A su vez, la creacion de
micro o nano particulas con multiples capas se proyecta como un sistema de
encapsulacion aun mas interesante de explorar ya que aumentaria la
biodisponibilidad del compuesto encapsulado, mejoraria la capacidad de carga
y eficiencia de encapsulacion del agente y retrasaria la erosion de las

particulas en el medioambiente. [28]

Existen parametros a considerar para lograr las caracteristicas necesarias para
un efecto terapéutico exitoso. Estos parametros son a) Tamafio, b) Distribucion
de tamafos, c) Forma (esfericidad), d) Dureza, e) Estabilidad fisica y quimica,
f) Evaluacion quimica, g) Velocidad de liberacion del farmaco, h) Porcentaje de

encapsulacién del farmaco.[29]

El objetivo de nanoencapsulacion es proteger el material del nucleo y
subsecuentemente liberarlo en el momento y lugar que se requiera. Las

aplicaciones para esto incluyen:

o Dirigir a los sistemas de administracién de farmacos que liberan el farmaco

s6lo cuando el bioactivo ha llegado al sitio del cuerpo donde se requiere.

o Suministro de liberacién temporizada del farmaco donde el material del cual
esta conformada la nanocépsula, permita su difusion pausada y dosificada
(sea el caso) en el cuerpo. ElI material de revestimiento puede ser

personalizado para determinar la velocidad de la entrega.

o El aumento de la vida util y la estabilidad de los productos como las

vitaminas.

En la Figura 11 podemos observar que el recubrimiento en las particulas se
realiza adicionando un surfactante, que posee una zona hidrdfila y otra zona
hidrofoba, a una suspension de nanoparticulas. De esta forma, una de las
zonas del surfactante se adhiere a la particula resultando en un recubrimiento:

(a) Las nanoparticulas recubiertas se distribuirian en todo el organismo por
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medio del sistema circulatorio. (b) La aplicacién y la medicacién es conducida y
fijada hacia la zona afectada reduciendo el efecto sobre el resto del organismo
y aumentando la eficiencia del tratamiento.

&
-
& -

MNaneparticula Sodnctants Mamoparticula
recubiona

Figura 11. Nanoencapsulacion y su potencial aplicacion en la biomédica.
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[Il. MATERIALES Y METODOS.

24



I11.1. Materiales

Para el desarrollo de un sistema de nanocpsulas a base del biopolimero

kappa carragenina se utilizaron los siguientes reactivos:

o o0 bk~ w D

Surfactante  DTAC (Cloruro de Dodeciltrimetilamonio) “grado
reactivo”, Sigma-Aldrich, Japon.

Aceite de Oliva “grado reactivo”, Sigma-Aldrich, E.U.A.

Alcohol Etilico (C,HsOH) “grado reactivo”, Faga Lab.,

Acetona (C3HgO) “grado reactivo”, Faga Lab,

H,O calidad MiliQ (18.2 MQ.cm a 25 °C)

EL biopolimero Kappa Carragenina (k-CAR) “grado reactivo”,
Carbomer Inc., San Diego, E.U.A., fue donada por el Dr. Waldo
Arguelles Monal del Centro de Investigacidbn en Alimentacién y
Desarrollo, CIAD.

Buffer Fosfato Salino (PBS) “grado reactivo™ 0.01 M PBS, NacCl
0.0138 My KCI 0.0027 M (pH 7.4 a 25 °C), Sigma-Aldrich, E.U.A.
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[ll.2. Metodologia.

[11.2.1. Procedimiento para la sintesis del sistema de particulas de
nanoemulsion (NE).

Las particulas de nanoemulsion (NE) de nucleo oleoso estabilizadas con DTAC
y recubiertas posteriormente con k-CAR, se prepararon de acuerdo con el
procedimiento publicado de Rosas-Durazo y col. 2011, [29] el cual a su vez fue

adaptado del original Calvo y col., para nanocapsulas de quitosano-lecitina.

Para la sintesis de las particulas NE, se prepararon siguiendo el procedimiento

mencionado en el parrafo anterior de la siguiente manera:

1. Para la formacion de la solucion organica, primeramente se disuelve en un
tubo de ensaye de 13 x 100, 120 mg de DTAC (Cloruro de Dodecil Trimetil
Amonio) en 0.5 mL de EtOH absoluto.

2. Seguidamente se agrega 125 uL de Aceite de Oliva disuelto en 9.5 mL de

acetona.

3. Inmediatamente después, esta solucidn organica se vertid a un vaso de
precipitado de 50 mL que contiene 20 mL de agua MiliQ (fase acuosa) en
agitacion constante a 25 °C; formandose de manera espontanea una solu-
cion turbia (efecto Tyndall): formacidn espontanea de nanogotas de Aceite

de Oliva estabilizadas por el surfactante anfifilico DTAC.

4. Se obtiene una muestra con un volumen de alrededor de ~ 30 mL, la cual
sera rotaevaporada a 40 °C / ~ 8 - 10 min / 100 rpm. Eso con el fin de elimi-
nar los solventes EtOH, Acetona y H,0O, llevando idealmente a un volumen

final de solucion de ~10 mL.

El diagrama de flujo para la elaboracion de la nanoemulsion (NE) se puede
observar en la Figura 12.
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Fase Organica:

120 mg DTAC /
0.5 mL EtOH

125 ulL Aceite de
Oliva/ 9.5 mL
Acetona

J

Fase Acuosa:

20 mL de H,O
MIIiQ

J

Vaciar la Fase
Orgéanica sobre
Fase Acuosa
contenida en un
vaso de precipitado
+ Agitacion
constante
formandose la NE
espontanea
(solucion turbia)

J

Rotaevaporar
solucién de NE a
40 °C / 8 min, hasta
un Ve =~ 10 mL

Figura 12. Diagrama de flujo para la elaboracién de la nanoemulsion (NE)
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[11.2.2. Procedimiento para el recubrimiento de particulas de NE a base de
biopolimero k-CAR para la generacion de un sistema de nanocapsulas
(NC).

Para el recubrimiento del sistema de nanoparticulas a base de biopolimero

k-CAR, se desarrollaron los siguientes pasos:

1. De la muestra de la nanoemulsion con un volumen de 10 mL, se toma una
pequena cantidad para realizar las siguientes diluciones: 1:25, 1:30, 1:50,
1:75, 1:100, 1:110, 1:120 y 1:130. Todas las diluciones de realizaron en
solvente H,O MiliQ. Las diluciones fueron colocadas en tubos tipo Falcon de
15 mL. La cantidad de nanoemulsion y de agua dependera del volumen total
que se desee realizar. La Tabla IV, recopila las cantidades volumétricas
utilizadas para la fabricacion de las diluciones.

2. Utilizando una placa de pozos multiples con 24 pozos con tapa de la marca
Corning CellBIND, se mezclan vigorosamente 1250 pL de la dilucién de
nanoparticulas y 200 pL de x-CAR (0.05 mg/mL) con una micropipeta. En
esta etapa es donde se estan recubriendo las particulas de NE.

3. Dejar reposar la muestra por 1 h, para asegurar un efectivo recubrimiento.

4. Repetir los pasos anteriores pero variando los volumenes de nanoemulsion y
agua sin cambiar el volumen final de x-CAR (0.05 mg/mL) agregado
(Tabla IV).
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Tabla IV. Relacion de Nanoemulsiéon (NE), x-CAR y H,O para diferentes

diluciones.

Diluciones | Nanoemulsion k-CAR (mL) H,O MiliQ

NE (mL) [0.05 mg/mL] (mL)
1:25 80 200 1920
1:30 66 200 1934
1:50 40 200 1960
1:75 27 200 1973
1:100 20 200 1980
1:110 18 200 1982
1:120 17 200 1984

El diagrama de flujo para la elaboracion de NC, se puede observar en la

Figura 13.

Tomar una alicuota
de NE

Realizar la dilucién
correspondiente
con H,O MIliQ

Formar una solucion
de 1250 pL de la NE
diluida + 200 puL de
solucion de k-CAR
(0.05 mg/mL)

Dejar reposar por 1 h
para asegurarse de
que se lleve a cabo

el recubrimiento

Figura 13. Diagrama de flujo para la elaboracion de nanocépsulas (NC) recubiertas con k-CAR.
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[11.2.3 Procedimiento para realizar las pruebas de estabilidad para los

sistemas de nanoparticulas de nanoemulsion (NE) y nanocapsulas (NC)

Las pruebas de estabilidad a las particulas de nanoemulsion (NE) y particulas
de nanocapsulas (NC) a distintas diluciones, fueron realizadas en medio buffer
de PBS (Phosphate Buffered Saline) a un pH 7.4 y 37 °C. Se escogio el buffer
de PBS, ya que es muy semejante al pH del liquido extracelular de los
mamiferos. Los pardmetros a caracterizar seran el tamafio promedio y su
distribucion, ademas de la carga superficial de la particula (potencial Zeta, ()
con respecto al tiempo. Los tiempos que se establecieron fueron: 0, 15, 30, 45,
60 y 120 min.

Para realizar las pruebas de estabilidad de los sistemas, se desarrollaron los

siguientes pasos:

1. Se prepara una solucion de buffer PBS siguiendo las instrucciones del
proveedor SIGMA con lote SLBB7882. Un paquete de buffer de PBS
se disuelve en 1 L de H,O MiliQ y se producira buffer de fosfato salino
(PBS) de composicién: 0.01 M; NaCl 0.0138 M; KCI 0.0027 M a un pH
de 7.4y 25 °C.

2. Colocar el buffer PBS en una incubadora a 37 °C.

3. Tomar una alicuota de ~2 mL de la muestra de NE y se coloca en un
vial de 2 mL. Colocar el vial con la NE en una centrifuga a 14,500 rpm
/1h30min/15°C.

Para el caso del sistema de NC a cada dilucion de NE se le realizo un
recubrimiento con el biopolimero (xk-CAR). Se toma 1250 uL de la
dilucion y 200 uL de la solucion de k-CAR (0.05 mg/mL). Mezclar bien
la dilucidn con el biopolimero y dejar reposar ~ 1 h esto con el fin de
asegurar un mejor recubrimiento. Colocar el vial con la NE en una
centrifuga a 14,500 rpm / 1 h 30 min / 15 °C.
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4. Para ambas soluciones de NE y NC, se retira el sobrenadante y se
preparara con él una solucién stock con el solvente buffer de PBS
previamente incubado a 37 °C, esto con el fin de obtener un volumen
inicial suficiente para realizar las diluciones correspondientes: Dil 1:30,
1:75y 1:110.

5. Preparar 6 viales por cada dilucién (875 uL de buffer y 125 uL de la
solucion stock), para cada uno de los tiempos (0, 15, 30, 45, 60 y 120

min).

6. Medir tamafio de particula y potencial zeta a cada tiempo de 0, 15, 30,
45, 60 y 120 min.
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111.3. METODOS DE CARACTERIZACION
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[11.3.1. Dispersion de Luz Dinamica (DLS)

La técnica de Dispersion de Luz Dinamica (DLS), es también conocida como
Espectroscopia de Fotocorrelacion (PCS), la cual es de especial importancia
para la caracterizacibn de nanoparticulas y macromoléculas en solucién. La
cual puede proveer informacion acerca del peso molecular, tamafio y
polidispersidad de las particulas. Las particulas en suspension se rigen bajo el
movimiento Browniano. Esto debido a que su constante movimiento, provoca
gue la luz dispersada en ellas se torna en fluctuaciones dependientes del
tiempo. La intensidad de la luz dispersada es una funcién del tamafio de
particula y de su habilidad para dispersar la luz. El andlisis de la intensidad de
las fluctuaciones permite determinar el coeficiente de difusion, D, el cual es una
propiedad del material que relaciona el flujo de la materia con el gradiente de
concentracion. Una vez establecido el D, el radio hidrodinamico (Ry) de las

particulas, se puede derivar via la ecuacion de Stokes-Einstein:

KT

R =%h.D’

donde: Ry es el radio hidrodinamico: es el radio de la esfera que se difunde a la
misma velocidad que la particula dada, kg es la constante de Boltzmann, T es

la temperatura absoluta y hg es la viscosidad de la suspension. [30]

Las muestras tanto de nanoemulsibn como de nanocapsulas deben ser
ligeramente turbias, sin ser opacas o completamente claras. Deben estar a
temperatura ambiente (25 °C). Se utilizé el kit de celdas y tapén de poliestireno
con dimensiones 10x10x45 mm con lote DTS0012 de la marca Malvern. La
celda deberd ser llenada con un mililitro de la muestra ya sea de la
nanoemulsién como de la nanocapsulas. Se inserta la muestra en el DLS. El
equipo que se utilizo fue ZetaSizer Nano ZS, En los laboratorios NICDET de
Rubio Pharma. Se puede determinar el tamafio y la distribucion de tamafio de

la nanoemulsion como de las nanocapsulas.

En las pruebas de estabilidad se toma 1 mL de la solucidon que se encontraba

incubandose en el buffer de PBS a 37 °C. Los tiempos que se establecieron
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fueron: 0, 15, 30, 45, 60 y 120 min. La muestra fue puesta en una celda para

DLS que previamente fue insertada en el equipo ya antes mencionado.

[11.3.2. Potencial Zeta ({)

El valor del Potencial Zeta () de particulas puede ser determinado a partir de
mediciones de movilidad electroforética. Cuando un campo eléctrico es
aplicado a través de una celda de medicién llena con un electrolito, las
particulas cargadas suspendidas en el medio comienzan a moverse hacia el
electrodo de carga opuesta. La viscosidad del medio tiende a oponerse a este
movimiento. Las particulas en un campo eléctrico se mueven a una velocidad
constante cuando ocurre un equilibrio entre las fuerzas eléctrica y viscosa. La
movilidad electroforética (velocidad por unidad de campo) de una particula
depende de su constante dieléctrica, viscosidad del medio y el potencial zeta,
la cual esta relacionada con la movilidad electroforética de las ecuaciones de
Henry and Smoluchowski:

2,z f(ka)

U
- h

la ecuacion de Henry referente a la movilidad electroforética en donde: Ug es la
movilidad electroforética, z es el potencial zeta, e es la constante dieléctrica,
h es la viscosidad y f(ka) es la funcion de Henry. La unidad de k, se refiere a la
longitud de Debye, la cual es reciproca a la longitd k™ la cual refleja el grosor
de la doble capa eléctrica. f(ka) se toma como un valor estandar de 1.5, el cual
se refiere a una aproximacion de Smoluchowski. Por lo tanto, el calculo del
potencial zeta a partir de la movilidad estad ligado directamente al modelo
Smoluchowski. [31]

Las muestras de nanoemulsién y de nanocapsulas para el potencial zeta ()
deben estar completamente claras. El equipo debe de estar a una temperatura
de 25 °C. Se utilizaron celdas capilares desechables Zetasizer Nano Series con
lote DTS1070 de la marca Malvern. La celda para el potencial zeta debera ser
llenado con un poco mas de un mililitro de la muestra. El equipo que se utilizo

fue Zetasizer Nano ZS, en los laboratorios NICDET de Rubio Pharma. En las
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pruebas de estabilidad se realiz6 el mismo procedimiento antes mencionado,
solo que la muestra es puesta en una celda de potencial zeta a 37°C. Con el
potencial zeta se puede determinar la carga de la particula.

[11.3.3. Microscopio de Fuerza Atdmica (AFM)

Se prepararon las muestras para el Microscopio de Fuerza Atdmica (AFM) de
la siguiente manera. Un porta muestra de vidrio de 1 cm? es limpiado con EtOH
y secado para evitar una contaminacion. Luego colocar 10 uL de la muestra y
se disemina por todo el porta muestra. La muestra es puesta a secar durante
24 h al vacio en un desecador. Teniendo la muestra seca es colocada en el
Microscopio de Fuerza Atdmica de la marca Veeco de Innova que se encuentra
en los laboratorios NICDET de Rubio Pharma. Se permite el andlisis superficial
y visualizacion de muestras a dimensiones nanométricas, bajo los siguientes
parametros: 256 (lineas de escaneo), velocidad de escaneo (1.0000 Hz) y un
area de escaneo (2 um). Para llevar a cabo el andlisis de las muestras se utilizo

el software NanoScope Analysis.

[11.3.4 Microscopio Electréonico de Barrido (SEM)

El equipo permite la observacion y caracterizacion de la muestra. Por medio de
un haz de electrones permite formar una imagen mas clara de la superficie de
la muestra. La preparacion de la muestra es relativamente sencilla, se colocé la
muestra en el Cressington Sputter Coater 108 auto donde se realizé el
recubrimiento de la muestra con una capa fina de Au para otorgarle
propiedades conductoras: la deposicion se realiz6 a 5 A / 10 s, obteniéndose
una capa de ~ 2 nm de espesor. El equipo realiza estudios de los aspectos
morfologicos a alta resolucién de las nanoparticulas. El equipo que se utilizo
fue un SEM Pemtron SS-300 con una resolucion de 300,000x; equipado con un
Backscatter (BSD) Robinson y un Bruker EDS, en los laboratorios NICDET de
Rubio Pharma.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
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IV.1 Dispersion de Luz Dinamica (DLS) y Potencial Zeta ()

Tal y como se ha observado en la seccién de antecedentes, la formacion de los
nanosistemas a partir de un proceso de nanoemulsién espontanea, es una
metodologia que puede adaptarse a distintas fases oleosas y moléculas
estabilizadoras-surfactantes, lo cual abre un amplio espectro de aplicaciones
principalmente en el area biomédica, farmacoldgica, cosmeética, entre otros; los
cuales ya han sido abordados en secciones anteriores. De ahi su importancia y
relevancia el poderlo abordar y estudiar en el presente trabajo de tesis. En la
Figura 14, se presenta el tamafio promedio y carga de particulas de
nanoemulsion (NE) “sin recubrimiento”, en funcion de las distintas diluciones en

solvente acuoso a 25 °C.

400 - +80

77/} Tamafio de Particula

| —m— Car Particul |
350 Carga de Particula 1470
300 - +60
250 T N § - +50

200 - +40

150 + - +30

Tamafio (d.nm)
¢ Potencial Z (mV)

100 + - +20

50 - +10

0 \ 1 f i \ i I ! +0
NE 1:25 1:30 1:50 1:75 1:100 1:110 1:120 1:130

Dilucion

Figura 14. Evolucién del tamafio de particula y Potencial Z (), en funcion del factor de dilucion
en solvente acuoso a 25 °C para los sistemas de particulas de Nanoemulsién (NE).

Se observa un comportamiento de tamafio de particula oscilando en valores de
entre ~182 a 265 nm, los cuales no siguen un patrén lineal hasta la Dil 1:75 en
donde se observa un decaimiento del tamafio a medida que aumenta el grado
de dilucion. Sin embargo, se puede apreciar claramente una caida del potencial

de carga (Potencial Z, ), de la particula cationica el cual originalmente posee
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un valor de ~ +75 mV debido a la cabeza polar del surfactante DTAC
(~N(CH>)3"), el cual hasta la Dil 1:30 sigue estando en valores estables, a partir
de la Dil 1:50 los valores de { se encuentran en la region metaestable del
potencial zeta (= 30 mV). Tal comportamiento puede ser debido a la
inestabilidad de las particulas sistema en el solvente, en términos de posibles
interacciones espontaneas entre ellas, las cuales no afectan al tamafio como
se ha advertido; sin embargo si ocurre con la superficie de carga, reflejandose

en un decaimiento del C.

En la Figura 15, se observa el comportamiento del tamafio y carga de
particulas de nanoemulsién cationicas recubiertas por el biopolimero anidnico
k-CAR. De manera general ocurre una interaccion de la cadena del
polielectrolito anidénico (k-CAR) con la superficie de la particula de

nanoemulsién cationica debido a la cabeza polar del surfactante (DTAC). [29]
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Figura 15. Evolucion del tamafio de particula y Potencial Z (£), en funcion del factor de dilucion
en solvente acuoso a 25 °C para los sistemas particulas de Nanocapsulas (NC), recubiertos
con k-CAR.
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Para fines de llevar una secuencia comparativa, se estudiaron las mismas
diluciones presentadas en la Figura 14 pero con la variante de la adicién de
k-CAR. Tal como se puede observar en la Figura 15 para el caso de la Dil 1:25,
en donde ocurre un cambio drastico de la carga hacia un { negativo (zona
metaestable), comparado con la NE sin el biopolimero (Figura 14). Lo anterior,
se explica en términos de una interaccion parcial entre k-CAR — DTAC, tal y

como se observo en lo publicado por Rosas-Durazo y col (2011). [29]

Es de hacer notar el hecho, de que a partir de la Dil 1:30 hasta Dil 1:130, el ¢
se mantuvo en un plateau de valores relativamente constantes de ~ -30 mV,
fuera de la zona metaestable (+ 30 mV), lo cual también soporta el hecho de
gue a lo largo de todas estas diluciones, las cadenas del biopolimero k-CAR se
encuentran lo suficientemente extendidas espacialmente hablando, derivando
en una mayor disponibilidad de sus grupos (—OSOz3), los cuales interaccionan
de manera mas eficiente con los grupos (-N(CHs)s:") de las pequefias
moléculas de surfactante DTAC, pudiéndose llevar a cabo un recubrimiento

mas eficiente de toda la particula cationica.

La Figura 16, plasma lo mencionado anteriormente; es de hacer notar el hecho
de que inclusive al bajar sensiblemente la concentracién total de la solucién de
k-CAR en el sistema, hasta en un orden de magnitud respecto al inicial, el
potencial de carga de superficie coloidal se mantiene practicamente constante,
confirmando asi la disponibilidad espacial de los grupos (—OSO3’) de la cadena
del biopolimero ya que se encuentran en su solvente (H,O) ideal y asi para
poder interaccionar y recubrir a la particula de NE cationica por completo. La
Figura 17, esquematiza mas claramente lo mencionado anteriormente, en
cuanto al recubrimiento de la particula catiénica por la cadena del biopolimero
anionico, a través de interacciones electrostaticas entre los grupos amino
cuaternarios (-N(CHs)s") de la cabeza polar de DTAC de la superficie del

coloide con los grupo sulfato (—OSO3) de la cadena de k-CAR.
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Figura 16. Evolucién del Potencial Z (&), respecto a la concentracién del biopolimero x-CAR,
ambos en funcion del factor de dilucién en solvente acuoso a 25 °C para los sistemas
particulas de Nanocéapsulas (NC) de la Figura 15.
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Figura 17. Esquematizacién de la interaccién de la cadena del polielectrolito (xk-CAR) anidnico
con la particula de NE catibnica, para la formacién de una particula de NC.
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Uno de los principales objetivos de este trabajo de tesis, es el estudiar las
aplicaciones potenciales de estos nanosistemas en ambientes fisiologicos, por
lo que se estudiaron la estabilidad del tamafio y € de los sistemas de particulas
de NE y NC a Diluciones 1:30, 1:75y 1:110 en un buffer de fosfato salino (PBS
a pH 7.4) a 37 °C, en un intervalo de tiempo de 2 h.

En la Figura 18a - 18c, se presentan los resultados de los estudios de las
estabilidades para los sistemas de particulas de NE; en el caso de la Dil 1:30
(Figura 18a) se aprecia un tamafio de particula entre ~1250 a 1300 nm, lo cual
a lo largo del periodo de 2 h alcanza un maximo a t = 45 min (~1800 nm); para
la Dil 1:75 (Figura 18b), se observa una sensible disminucion del tamarfio
partiendo de t = 0 min (~1750 nm) hasta t = 60 min (~1125 nm) y para el tiempo
t = 120 min recuperando un tamafo de ~1500 nm; en el caso de la Dil 1:110
(Figura 18c), se puede observar un tamafio oscilante a lo largo del tiempo
~1250 a 1750 nm. Para los tres sistemas, es evidente la desestabilizacion en
cuanto al tamafo de particula; lo cual se asocia a varios fenomenos como son
estados de agregacion inter-particulas debido a la presencia iénica significativa
del buffer PBS.

Ahora los resultados de ¢ para las 3 diluciones, manifiestan una consistencia
en la carga en la zona metaestable de ~ -15y -17 mV, dicho resultado confirma
también el hecho de una posible agregacion de varias particulas de NE, pero
también este cambio drastico en la carga que originalmente es de un sistema
de particulas cationicas, se puede adjudicar a un fenomeno que ocurre debido
a que el buffer de fosfatos (PBS), involucra su disociacién en solvente acuoso
hacia especies anidnicas principalmente, las cuales estaran en altas
concentraciones disueltas en el solvente, presentandose un fendbmeno el cual
repercute de una manera directa la carga superficial del coloide catidnico,

conllevando a un cambio sensible en el ¢. [32-35]
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Figura 18. Evolucion del tamafio de particula y potencial Z(£) en buffer PBS (pH 7.4) a 37 °C
en funcién del tiempo para los sistemas de particulas de nanoemulsién (NE): a) Dilucién 1:30,
b) Dilucién 1:75 y c) Dilucién 1:110.

La Figura 19a - 19c, presenta el resultado de las curvas de distribucion de
tamafo de particula correspondientes a los sistemas de particulas de NE de la
Figura 18a — 18c para las diluciones 1:30, 1:75 y 1:110, respectivamente. Una
inspeccion mas detallada de las mismas, revelan amplias curvas tipo
gaussianas de distribuciones monomodales, las cuales no siguen un patrén de
aumento en el tamafio progresivo en funcion del tiempo; sin embargo, es de

hacer notar que inclusive a un tiempo total del experimento de 2 h son
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persistentes los grupos de asociaciones de particulas en patrones del tipo

floculado, lo cual ya fue denotado en la descripcién de la Figura 18a - 18c.
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Figura 19. Evolucion de la distribucion de tamafio (d.nm) de particula para los sistemas de
particulas de NE en el buffer PBS (pH 7.4) a 37 °C en funcién del tiempo, para las diluciones:
a) Dil 1:30, b) Dil 1:75 y ¢) Dil 1:110.

En la Figura 20a - 20c, se presentan los resultados de los estudios de las
estabilidades para los sistemas de particulas de NC. Como una primera
observacion es de hacer notar el hecho de que los tamafios de particula para
las tres diluciones (1:30, 1:75 y 1:110) son menores (~ 500 a 1000 nm,

aproximadamente) respecto a sus diluciones homologas de los sistemas de
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particulas de NE (Figura 18a - 18c), lo cual pueden advertirse como sistemas

mas estables a presentar

mencionados anteriormente.
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Figura 20. Evolucidon del tamafio de particula y potencial Z (§) en el buffer PBS (pH 7.4) a
37 °C en funcién del tiempo para los sistemas de nanocapsulas (NC): a) Dilucién 1:30, b)

Dilucion 1:75 y c) Dilucion 1:110.
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A su vez en el caso especifico de las Dil 1:75 (Figura 20b), se observé un
incremento en el tamafio de particula respecto a Dil 1:30 y 1:110 (Figura 20a 'y
20c, respectivamente). En cuanto a sus valores de potencial de carga, C; se
aprecia que estos se mantuvieron relativamente constantes en la zona
metaestable de ~ -14 mV, los cuales se pueden apreciar como una disminucion
sensible del potencial comparados con sus homoélogos en solucién acuosa a
25 °C (Figura 15). Dicha disminucion del potencial es debida a la interaccion de
especies cationicas provenientes de la disociacion del buffer PBS en agua, lo
gue conlleva a una saturacion de iones reflejandose en una disminucién del

potencial de carga, ¢. [32-35]

La Figura 2l1a - 21c, representa el resultado de las curvas de distribucion de
tamafio de particula correspondientes a los sistemas de particulas de NC de la
Figura 20a - 20c para las diluciones 1:30, 1:75 y 1:110, respectivamente. Se
observa que dichas distribuciones Gaussianas son amplias y monomodales.
Sin embargo, en la Dil 1:30 (Figura 20a) se observa una cinética ascendente en
el tamafio de particula en funcién del tiempo, en las Dil 175 y Dil 1:110 (Figura
21b y 21c, respectivamente) no se aprecia una distribucibn en ascenso en
funcidn del factor de dilucion, pero es claro el hecho de que dichos tamarfios

son debidos a fendmenos de desestabilizacion en los tres casos.

Un parametro importante para analizar el comportamiento y/o estabilidad de
una solucion de nanoparticulas es el indice de Polidispersidad (PDI). El PDI, se
deriva del Principio de la Polidispersidad, el cual es un reflejo de la existencia
de varios grupos de particulas de distintos tamafios, manifestandose en la
amplitud del area de las curvas Gaussianas de tamafo. En otras palabras el
PDI, es el resultado de la mono- y/o poli-dispersidad de tamafios en un sistema
coloidal, manejandose un estandar de a valores < 0.05, en donde se estaria
refiriendo a un sistema completamente mono-disperso y a valores > 0.7, se
estaria manifestando un sistema con una amplia distribucion de distintos
tamafios de particula (lo cual se interpretaria a varios fendémenos de

desestabilizacion como floculacion, coalescencia, etc.). [35]
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Figura 21. Evolucion de la distribucién de tamafos (d.nm) de particula para los sistemas de
particulas de NC en el buffer PBS (pH 7.4) a 37 °C en funcion del tiempo, para las diluciones:

a) Dil 1:30, b) Dil 1:75 y ¢) Dil 1:110.

La Figura 22, recopila los resultados del indice de polidispersidad (PDI) de los

sistemas de nanoparticulas de NE y NC correspondientes a las curvas de

distribucion de tamafio de las Figuras 19 y 21, respectivamente.

46



1.2+

-{}NE
1.0 —-NC
0.8 /@/ o /@//E
0.6 é\-/-/ \+/
0.4

0.0 : | : : : : : |
~ 1, 0 15 30 45 60 75 90 105 120
= 1
a
5 1.0
3
® 08 /ﬁ\ %
N
o T
%) E
5 0.6 \
©
O 04
(]
©
[0}

8 o02] —
2 Dil1:75
£

0.0 f f f f f f f f f
12 0 15 30 45 60 75 90 105 120

104 O

o5 \ //'% °

0.6 @\éif/ \./l

0.4
0.21 Dil1:110
0.0 } } } } } } }

0 15 30 45 60 75 90 105 120
Tiempo (min)

Figura 22. Composicion de los resultados del indice de polidispersidad (PDI), correspondientes
a la evolucién de la distribucion de tamafios de particula de NE y NC presentados para los
estudios de estabilidad en el buffer PBS (pH 7.4) a 37 °C de las Figuras 19 y 21,
respectivamente.

Para el caso de los resultados en el sistema de particulas de NE para las tres
diluciones (1:30, 1:75y 1:110), se observan valores de PDI > 0.7, lo que refleja
sistemas muy polidispersos, posiblemente debido a fendmenos de
desestabilizacion inherentes al medio buffer, tiempo y temperatura de
incubacién, los cuales fueron discutidos a detalle en los resultados mostrados
de las curvas de distribucién de tamafio de la Figura 19. En cuanto a los
resultados de PDI para los sistemas de nanoparticulas de NC, las Dil 1:30 y

1:110, mantuvieron valores relativamente < 0.7, lo cual se interpreta como
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sistemas en rangos de polidispersion aceptables y constantes en funcion del
tiempo, caso contrario se observo en Dil 1:75; la cual si presento distribuciones

mas amplias y siendo acordes a valores de PDI > 0.7.

IV.2 Microscopia de Fuerza Atémica (AFM)

En el analisis de particulas individuales y en grupos, la microscopia AFM suele
ser una herramienta de alto impacto. En el escaneo de superficies, la técnica
de AFM permite topolégicamente hacer una distincion que permite evidenciar la
presencia de las particulas, dando una caracterizacion de tamafio relativo con
respecto a la superficie que se encuentre ya sea de manera superficial y/o

embebida, segun sea el caso, en modo de 2D y 3D.

En la Figura 23, se observa claramente una particula de NE, la cual tiene una
dimensién aproximada de ~200 nm, lo cual es acorde a lo evidenciado en los
resultados de radio hidrodinamico (Rp) observados en la seccion de DLS
(Figura 14); ademas de evidenciarse una altura de la particula de
aproximadamente ~20 nm, lo que hasta cierto punto nos hace constar que se

trata probablemente de una particula individual.

a) 2D b) 3D c) Altura 3D

Figura 23. Imagen de AFM de la topografia de una particula de NE. a) Dos dimensiones, 2D;
b) Tres Dimensiones, 3D y c) Tres dimensiones con perspectiva de altura.
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a-3) Altura 3D

Figura 24. Imagenes de AFM de la topografia de los sistemas de particulas de NC a distintas
diluciones: Dilucion 1:30 (a-1 a a-3); Dilucion 1:50 (b-1 a b-3); Diluciéon 1:75 (c-1 a c-3) y
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Dilucién 1:110 (d-1 a d-3). 1) Dos dimensiones, 2D; 2) Tres dimensiones, 3D y 3) Tres
dimensiones con perspectiva de altura.

Cabe acotar que en el caso de las diluciones 1:30, 1:50 y 1:75, se observa
alturas menores a los 20 nm, lo cual nos permite poder aseverar el hecho de
gue se tratan de particulas individuales; mas no fue el caso de la Dil 1:110, en
donde se observan alturas mayores a los 30 nm, manifestando probablemente

cumulos de por lo menos dos particulas de NCs.

IV.3 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

El analisis de microscopia electronica de barrido se realiz6 para obtener
imagenes mas claras de los sistemas de particulas de NC. Los resultados de
las observaciones realizadas se muestran las Figuras 25 y 26, donde se
aprecian la morfologia y tamafio de los sistemas de particulas a diluciones 1:75
y 1:110, respectivamente. Realizando una inspeccion mas detallada de ambas
figuras; se observa que para la Dil 1:75 (Figura 25), se observan tamafios de
particula ~200 a 300 nm y para la Dil 1:110 (Figura 26) un tamafio relativo de
~200 nm. Dichos tamafos, son acordes a los resultados de R}, observados por
DLS en la Figura 15.

Figura 25. Imagen SEM de particulas de NC a Dil 1:75.
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Figura 26. Imagen SEM de particulas de NC a Dil 1:110.
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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V.1 Conclusiones

»

Se desarroll6 un sistema de nanocapsulas a base de un nudcleo de

aceite de oliva y recubiertos por el biopolimero k-CAR.

Se demostr6 mediante la caracterizacion por Dispersion de Luz
Dinamica (DLS), la distribucién de tamafo de particula para los sistemas
de particulas de nanoemulsién (NE) y de nanocapsulas (NC), estas
altimas recubiertas por el biopolimero (k-CAR), los cuales se
encontraron en el rango nanométrico acorde Yy reportado en

investigacion en nanofarmacia ~ 250 nm.

Se demostré6 mediante el Potencial ¢, la carga superficial de la particula,
con lo cual se pudo confirmar el sistema de particulas de nanoemulsién
estabilizadas con el surfactante DTAC dando como resultado un £ (+) y

una vez recubiertas por k-CAR resultando un C (-).

Fue muy notable la estabilidad del potencial de carga superficial (§) de
los sistemas de particulas de NC, los cuales en un rango de Dil 1:30
hasta Dil 1:130, se mantuvieron en un { = ~ -30 mV, fuera de la zona
metaestable lo que denota ausencia de fendmenos de desestabilizacion

como floculacién, coalescencia, entre otros.

Mediante las pruebas de estabilidad en medio buffer PBS a 37 °C, se
observo una distribucion de tamafio y carga de la particula a un pH
fisiolégico en funcion del factor de diluciéon y del tiempo para los
sistemas de NE y NC; dando como resultado sistemas mas estables en

el caso de los de particulas de NC, respecto a los de NE.

Se evidencié mediante imagenologia por Microscopia de Fuerza Atdbmica
(AFM) y Microscopia Electronica de Barrido (SEM) la presencia de las
particulas, resultando en tamafos relativamente similares a los

registrados en DLS.
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V.2 Recomendaciones

Se recomienda realizar pruebas de estabilidad de los sistemas de
particulas de NE y NC en otros tipos de medios fisioldgicos; por ejemplo
acidos simulando al pH estomacal, entre otros.

Experimentar encapsulacion con diferentes tipos de aceites de uso
biomédico.

Probar viabilidad de los nanosistemas induciéndolos sobre lineas
celulares normales y anormales (p.ej. cancerigenos); y asi el poder
observar su biocompatibilidad evaluando parametros como son:

citotoxidad, sensibilidad y degradacién intracelular de los nanosistemas.
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VI. ANEXO

55



VI.1 Espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR)

Es importante el evidenciar quimicamente, la formacién del sistema de
nanoparticulas recubiertas con el biopolimero que se da a través del complejo

polielectrolito (k-CAR) y surfactante (DTAC).

——— NC (DTAC - k-CAR) Dil 1:100
k-CAR
—— DTAC

-1
a) 1260 —‘ 12?5 cm

% Transmitancia
% Transmitancia

R R T ——t———Af——
1350 1300 1250 1200 1050 1000 950 900 850 800 750 3100 3000 2900 2800 1700 1600 1500 1400

Numero de Onda (cm™) Ntmero de Onda (cm™)

Anexo 1. Espectro FTIR comparativo entre el sistema NC Dil 1:100 con el biopolimero k-CAR

puro (Anexo 1a) y con el surfactante DTAC en estado puro (Anexo 1b).

El Anexo 1la, muestra graficamente el comparativo entre el espectro FTIR de
NC Dil 1:100 y el espectro FTIR del biopolimero k-CAR puro. La sefal intensa y
amplia entre ~1260 cm™ a ~1235 cm™ corresponde a la vibracién del grupo
ester de sulfato (— S=0) de k-CAR, la cual en el NC Dil 1:100 es mucho menos
intensa. La sefial de intensidad media ubicada a ~968 cm™, corresponde a la
vibracion del grupo — C-O (mondmero galactosa), la cual se observa como un
ligero hombro en el espectro de NC Dil 1:100; en el caso de la sefal de
intensidad alta centrada a ~928 cm™ corresponde a la vibracién del grupo
— C-0 (monémero 3.6-anhidrogalactosa), la cual esta ausente en el espectro
de NC Dil 1:100. Por dltimo, la sefial de intensidad alta a ~846 cm™

corresponde a la vibracion del grupo — O-SO3; (posicion axial del C-4 del
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monomero galactosa), la cual se evidencia como un hombro muy pequefio en
el espectro de NC Dil 1:100. [36]

El Anexo 1b, muestra el comparativo entre el espectro FTIR de NC Dil 1:100 y
el espectro FTIR del surfactante DTAC. Dicho comparativo refleja la evidencia
de la presencia de DTAC en el sistema de NC Dil 1:100, principalmente a
sefiales de absorcién en el infrarrojo: el par de sefiales centradas a ~2919 cm™
y ~2854 cm™ son asignadas a las sefiales de vibracion de estiramiento
asimeétricas y simetricas, respectivamente del grupo — CH, correspondiente a la
cadena hidrocarbonada de DTAC, es evidente que dichas sefiales son muy
intensa en el espectro del compuesto puro y muy pequeiias en NC Dil 1:100; la
sefial de intensidad media ubicada a ~1464 cm™ para el compuesto DTAC puro
corresponde al estiramiento del grupo CHz — N, la cual apenas es perceptible
en el sistema de NC Dil 1:100. [37]
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