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1 RESUMEN

La Leucemia es un cancer en el cual se afectan las células de la medula 6sea
(leucocitos) y en la mayoria de los casos puede ser mortal, cobrando asi la vida de
millones de nifios y adultos a nivel mundial. Los tratamientos de este tipo de
enfermedad varian segun el tipo de leucemia (mielitica o linfoblastica) y tiempo de
deteccién de la enfermedad. Sin embargo, la mayoria de los tratamientos se
caracterizan por ser poco selectivos, altamente téxicos y con efectos secundarios
nocivos. Una alternativa a los tratamientos tradicionales, son los polifenoles,
debido a sus caracteristicas prooxidantes y a su facil extraccion de medios
naturales. Sin embargo, los polifenoles como el acido géalico (AG), propil galato
(PG) y epigalocatequina-3-galato (EGCG), presentan desventajas debido a alta
solubilidad en agua, su sensibilidad a la luz y a cambios de pH. Presentan una alta
hidrofilia lo cual hace que sea de alta difusion impidiendo que sean usados como
principios activos ya que presentarian bajas concentraciones in vivo. Como una
alternativa para solucionar esta problematica se propone usar nanoparticulas
poliméricas funcionalizadas, en las cuales se pueden encapsular los polifenoles y
que presenten una alta selectividad hacia células cancerigenas. Uno de los
polimeros mas estudiados para la encapsulacion de principios activos, es el

quitosano (Qs) debido a su biocompatibilidad y su biodegradacion.

En este trabajo se realizaron diferentes modificaciones del quitosano (Qs), con el
objetivo de preparar nano particulas en las cuales se puedan encapsular
polifenoles como &cido galico (AG), propil galato (PG) y epigalocatequina-3-galato
(EGCG). Para esto, el quitosano fue modificado quimicamente con polietilenglicol
(PEG), acido desoxicolico (DCA) y acido folico (AF). La primera modificacion se
realizo para proporcionarle estabilidad estérica a los sistemas y adicionalmente,
evitar que las nanoparticulas una vez en el organismo sean detectadas y
eliminadas por los macréfagos. La segunda se llevo a cabo con el fin de modificar
el indice hidrofilico/hidrofébico y generar un posible autoensamble de las

particulas. La ultima modificacion, se hizo con el fin de vectorizar las particulas



hacia las células enfermas, ya que estas células sobre-expresan receptores folato

en la membrana celular.

Para la obtencion de las nanoparticulas, se estudio el efecto de algunas variables
de preparacion sobre las propiedades fisicoquimicas de las particulas, obtenidas
por el método de gelacion ionotropica y a partir de mezclas de los diferentes
derivados. Se lograron sistemas con tamafos de particula menores a 200 nm, a
los cuales se les evalud la estabilidad coloidal mediante mediciones de tamafio de
particula y potencial z por un periodo de 20 dias, donde se pudo determinar que
los sistemas con mayor contenido de mPEG presentaron una menor variabilidad
en el tamafio de particula. El sistema Qs-mPEG/Qs-DCA/Qs-AF 80-10-10 se
selecciono para la encapsulacion de los polifenoles, debido a que presento tanto el
menor tamafio de particula, como la menor polidispersidad. Las eficiencias de
encapsulacion para el acido galico, propil galato y epigalocatequina-3-galato
fueron de 41.7%, 83.5% y 43.6%, respectivamente. Con los resultados obtenidos
se plantea que el sistema de nanoparticulas de Qs-mPEG/Qs-DCA/Qs-AF con
polifenoles puede ser potencialmente usado en el tratamiento de leucemia.

2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La leucemia es un tipo de cancer de alto impacto que cobra millones de vidas a
nivel mundial, tanto en nifios como en adultos. Los tratamientos convencionales
poseen una baja selectividad a la hora de atacar las células afectadas o poseen
efectos adversos en los pacientes. La decisiébn de que ruta tomar a la hora de
seleccionar el tratamiento mas adecuado, depende netamente del tiempo de
propagacion que lleva la enfermedad en el cuerpo. Los polifenoles se presentan
como un tratamiento alternativo, debido a que a ciertas concentraciones pueden
generar apoptosis en las células por su capacidad antioxidante. Esto ha dado
ideas a la industria farmacologica sobre su utilizacion selectiva en ciertos tipos de

enfermedades terminales que poseen tratamientos agresivos en el paciente, sin



embargo, debido a que se debe garantizar una concentracion al momento de
atacar las células cancerigenas, su transporte por el organismo se presenta como
uno de los mayores desafios a afrontar. Asi mismo, se debe garantizar que las
propiedades quimicas durante su recorrido en el torrente sanguineo, no se
modifiquen. Polifenoles como el &cido galico, propil galato y epigalocatequina-3-
galato han demostrado una alta capacidad antioxidante, sin embargo, debido a
gue este tipo de sustancias son altamente hidrofilicas su transporte por el cuerpo
no es selectivo en el tratamiento de enfermedades como la leucemia. En la
actualidad el area de la biomedicina ha tomado gran fuerza y se han realizado
multiples estudios sobre los nanotransportadores poliméricos como alternativa
para mejorar la biodisponibilidad de principios activos en multiples tratamientos, en
los que los medicamentos actuales no son tan eficientes. Uno de los polimeros
mas usados en este tipo de aplicaciones es el quitosano (Qs), debido a que es
biocompatible, biodegradable y presenta grupos funcionales que pueden ser
facilmente modificables. Derivatizaciones del Qs con metilpolietilenglicol (MPEG),
acido desoxicolico (DCA) y acido folico (AF) han demostrado ser una alternativa,
muy atractiva para la preparacion de nanotransportadores. Al modificar el Qs con
el mMPEG se evita que el nanotransportador sea rapidamente eliminado del
organismo debido al marcaje de macréfagos. El acido desoxicélico modifica el
indice hidrofilico/hidrofébico permitiendo el autoensamble de moléculas hidrofilicas
como el Qs. El acido félico cumple la funcibn como agente vectorizante hacia
células cancerigenas, las cuales presentan una sobreexpresion de receptores de
folato, dando como resultado un nanotransportador especifico y con una
probabilidad alta de cumplir su funcion en la proteccion y transporte del principio

activo a través del sistema circulatorio.



3 MARCO TEORICO

3.1 Leucemia
La leucemia es un tipo de cancer de la medula ésea que genera un incremento en

el numero de leucocitos de manera descontrolada, aunque también puede afectar
a todas las células de la medula 6sea. Es el cancer mas comun, siendo el 75-80%
de los casos reportados en nifios [1]. El incremento de células cancerigenas
impide la produccién de otras células sanas, tales como glébulos rojos, plaguetas
y globulos blancos, lo cual puede llevar a la muerte de los pacientes debido a que
las células cancerigenas pueden propagarse a través del torrente sanguineo hacia

los ganglios linfaticos [2].

La leucemia se puede clasificar de dos formas, ya sea segun la gravedad o de

acuerdo a la célula afectada [3].

3.1.1 Tipos de Leucemia

- Leucemia Aguda

En la leucemia aguda se da un aumento de células sanguineas inmaduras y como
consecuencia no realizan completas sus funciones. A medida que pasa el tiempo
estas células inmaduras reemplazan a las sanas dando lugar a una propagacion u
otros organos, por lo cual el tratamiento temprano es fundamental. Este tipo de

leucemia es la mas comun en nifios [4][5].
- Leucemia crénica

En la leucemia crénica se producen glébulos blancos anormales. Es de progresion
lenta y puede desarrollarse durante meses o0 afios y es muy comun en personas

mayores [6][7].



3.1.2 Tratamientos

Debido a que la leucemia es una enfermedad compleja, el tipo de tratamiento
depende de diversos factores como la edad del paciente, célula afectada y grado

de propagacion [8][9].
- Leucemiaaguda

El 70% de los pacientes son remitidos a quimioterapia, este tipo de tratamiento se
recomienda para pacientes con cancer menos avanzado y detectado a tiempo.
Los pacientes son sometidos a 3 6 4 ciclos de quimioterapia, donde se suministran
altas dosis de citarabina, logrando que el 50% de los pacientes sean curados [10].
Pacientes en estados mas avanzados de la enfermedad son sometidos a
trasplantes. Sin embargo, existe el riesgo de generar rechazo de la medula
trasplantada, empeorando la enfermedad.

- Leucemia Croénica

Los pacientes con este tipo de leucemia son tratados en su mayoria con imatinib,
un tratamiento con una duracion entre 8 a 10 afios, el cual induce una respuesta
citogenética y hematoldgica completa [11]. Este tratamiento tiene una tasa de
supervivencia del 93% de los pacientes. Si el tratamiento resulta inefectivo y se
torna agresiva la enfermedad. Una alternativa es el uso de células madre lo cual

puede ser efectiva en muchos casos [12].

3.2 Polifenoles
Los polifenoles son moléculas comunmente derivadas de plantas, que poseen

mas de un grupo fendlico en su estructura y heteroatomos, tales como hidroxilos,
éteres, esteres o acidos carboxilicos [13]. Ademas, presentan caracteristicas
antioxidantes muy interesantes que pueden conducir a la apoptosis de células
cancerigenas, por lo cual estos compuestos pueden ser usados como una
alternativa en el tratamiento del cancer [14]. Los polifenoles son subdivididos en 3

grandes grupos que son los taninos, flavonoides y ligninas [15].



3.2.1 Taninos
Los taninos son biomoléculas polifendlicas grandes con grupos hidroxilos o

carboxilicos que permiten su asociacibn con macromoléculas para la generacion
de complejos. Poseen pesos moleculares entre 500 — 3000 Da, pudiéndose

también encontrar taninos de tamafio hasta de 20000 Da [16].

Un ejemplo de los taninos es el acido gélico, el cual puede encontrarse en las
agallas, hojas de té, la corteza de roble, entre otras. En su estructura (Figura 1)
posee un grupo acido carboxilico y varios grupos hidroxilo, lo que le confiere un

caracter hidrofilico.

Un éster del acido gélico conocido como propil galato (Figura 1) presenta
actividad antioxidante muy marcada, debido a que pequefias modificaciones en su
estructura permiten una mayor actividad biolégica por el cambio en su geometria
[17].

3.2.2 Flavonoides
Son metabolitos secundarios de las plantas con una estructura béasica tipo C6-C3-

C6. Son sintetizados a partir de una molécula de fenilalanina y 3 moléculas de
malonil-CoA a través de una ruta biosintética, generando una ciclacion mediada

por la enzima isomerasa [18].

Un ejemplo de flavonoides es la epigalocatequina-3-galato (Figura 1), la cual esta
presente entre un 50 a 80% en las catequinas (Familia de los flavonoides) del té
verde. Es de gran interés cientifico debido a su gran actividad biologica entre las
gue se encuentran antiinflamatorio, antioxidante, desinfectante, anticancerigeno,

antiangiogenético y quimiopreventivo [19].
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Figura 1. Estructura del acido gélico (AG), propil galato (PG) y epigalocatequina-3-
galato (EGCG)

3.2.3Ligninas
Las ligninas son una clase de polimeros organicos que forman parte de la materia

gue se componen los tejidos de soporte de las plantas vasculares y algunas algas,
siendo su principal funcion la formacién de la pared celular. Presentan en su
estructura quimica fenoles que adoptan formas reticulares [20]. No presentan
carbohidratos en esta estructura y son de alto peso molecular derivado de la unién

de varios acidos y alcoholes [21].

3.3 Polimeros
Los polimeros son macromoléculas formadas por unidades repetitivas conocidas

como monomeros. Se clasifican segin su estructura en polimeros ramificados,
injerto y lineales; segun su composicion en homopolimeros (un monémero como
unidad repetitiva) y copolimeros (dos 0 mas mondmeros como unidad repetitiva)

y/o segun su origen en polimeros de origen natural (biopolimeros) o sintéticos [22].



3.3.1 Polimeros Sintéticos
Son polimeros obtenidos a partir de sintesis usando reacciones quimicas. Su gran

mayoria son obtenidos de mondmeros organicos provenientes del proceso de

refinacion del petréleo [23].

3.3.2 Polimeros Naturales
Son aquellos obtenidos por medios biolégicos, de ahi su nombre de biopolimeros.

Como se observa en la tabla 1, se clasifican en 3 grandes grupos tales como
polisacaridos, proteinas y acidos nucleicos [24].

Tabla 1.Clasificacion Polimeros Naturales

Polimero Ejemplos
Polisacéaridos Almidén, celulosa, quitina
Proteinas Hemoglobina, coldgeno, hormonas, enzimas
Acidos nucleicos ADN, ARN

Dentro de los polimeros naturales y sintéticos, se pueden encontrar polimeros
biodegradables, los cuales pueden descomponerse mediante microorganismos o
enzimas, pasando de macromoléculas complejas a unidades mas simples.
Posteriormente sufren un proceso de mineralizacion, incorporandose finalmente a
ciclos biogeoquimicos de azufre, agua y/o nitrégeno.También pueden ser
degradados mediante rutas que no involucren organismos vivos (rutas abidticas),
sino reacciones quimicas o procesos fisicos como hidrolisis, fotodegradacion,

degradacion térmica o reacciones de oxidacion [25].

Estos polimeros son de interés debido a que sus estructuras quimicas permiten
una gran variedad de aplicaciones y es comun que este tipo de polimeros sean

biocompatibles, lo cual lo convierten en un buen material de partida para una



potencial aplicacibn en campos como la medicina y agricultura para reemplazar

materiales toxicos y de dificil degradacion [26].

3.3.2.1 Quitosano
El quitosano es un biopolimero obtenido a partir de la quitina, el cual se encuentra

mayormente en la naturaleza en el exoesqueleto de los artrépodos, algas marinas
y las paredes celulares de algunos hongos. Esta compuesto por unidades de B-(1-
4)-D-glucosamida y N-Acetil-D-glucosamida (Figura 2) distribuidas de manera

aleatoria [27].

OH OH
O O
=
Tho o1 |HO ol
NH, NH
- =n & ofk -n
t Quitosano t
D-Glucosamina D-n-Acetil-Glucosamina

Figura 2. Esquema de la estructura del quitosano (Qs)

El proceso de produccién involucra a la industria pesquera, ya que los
caparazones de camaron (residuos de esta industria) son tratados mediante el uso
de bases fuertes comunmente de sodio, potasio o carbonatos, para generar la
desacetilacion de la quitina y obtener un quitosano [28]. El quitosano presenta
propiedades bioquimicas y fisicoquimicas interesantes para su aplicacion en el
area farmacéutica, ya que es un polimero versatil, de facil modificacion por la
presencia de los grupos funcionales NHz y OH para dar lugar a derivados con

propiedades mejoradas y de baja toxicidad [29].



Los dos parametros estructurales mas importantes que afectan las propiedades
del quitosano son el grado de desacetilacion (Dd) [30] y el peso molecular (Mw)
[31]. Estos dos factores determinan las propiedades fisicas, quimicas y biolégicas

del biopolimero.

- Grado De Desacetilacion (Dd)

El grado de desacetilacion es un parametro importante, el cual muestra la
distribucion de los monosacéridos [(-(1-4)-D-glucosamida y N-Acetil-D-
glucosamida en la estructura del quitosano. La variacion en el Dd (o numero de
grupos amino protonables), determina fundamentalmente las propiedades del
polimero incluyendo solubilidad, hidrofobicidad y la capacidad de interactuar
electrostaticamente con polianiones. El grado de Dd puede ser determinado a
través de algunas técnicas analiticas como infrarrojo con transformada de Fourir
(FTIR) [32], espectroscopia UV-Vis [33], resonancia magnética nuclear de protén
(*H-RMN), resonancia magnética nuclear de carbono (**C-RMN) [34], titulacion
potenciométrica [35], adsorcion en equilibrio de colorantes [36], analisis elemental
[37], degradacién acida [38], cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) [39] y

analisis termogravimetrico (TGA) [40].

- Peso Molecular (Mw)

El peso molecular tiene una gran influencia en la actividad fisiolégica y
propiedades funcionales del quitosano [41]. Este parametro puede ser
determinado por diversas técnicas como andlisis de dispersion de luz dinamica

(DLS), cromatografia de permeacion de gel [42] o por viscosimetria [43].

3.4 Modificaciones del quitosano
Debido a la presencia de grupos funcionales en la estructura del quitosano, este

puede ser modificado quimicamente con diversas moléculas, con el fin de mejorar



sus propiedades. Algunas de estas son el polietilenglicol, el &cido desoxicadlico y el

acido folico.

3.4.1 Polietilenglicol (PEG)
El polietilenglicol (Figura 3) es un poliéter formado por monémeros de C2H20:.

Este polimero es usado en diversos campos de investigacion, tales como
medicina, quimica, biologia, entre otras. Generalmente su sintesis reporta pesos
moleculares entre 200 y 40000Da. Es biocompatible, lo cual lo convierte en un

buen modificante del quitosano en la preparacion de nanotransportadores.

oo

Figura 3. Esquema de la estructura del Polietilenglicol

El PEG es bastante hidrofilico y sus grupos OH terminales son susceptibles a
modificaciones quimicas para obtener grupos terminales mucho mas reactivos
[44]. Nanotransportadores con PEG en su estructura presentan una proteccion
contra el marcaje de macréfagos, evitando asi la respuesta inmune a cuerpos
extrafios, siendo asi, un material interesante en el campo del transporte de

farmacos [45].

3.4.2 Acido Desoxicélico (DCA)
El acido desoxicolico (Figura 4) es uno de los principales componentes de los

acidos biliares, presenta caracteristicas anfifilicas, pero es bastante hidrofébico

debido a la presencia de ciclos de carbono en su estructura.



OH
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Figura 4. Esquema de la estructura del acido desoxicolico

En agua el acido desoxicdlico forma micelas debido a su caracter anfifilico por lo
gue permite la emulsificacion, solubilizacién y absorcién de colesterol, vitaminas,
etc. en el organismo [46]. Este &cido es usado para modificar el quitosano,
dandole un caracter anfifilico, lo que permite preparar nanotransportadores por

autoensamble [47].

3.4.3 Acido Félico (AF)
El &cido félico (Figura 5) conocido como vitamina B9 es un &cido usado como

suplemento dietario y convertido en folato en el cuerpo humano. Es bastante

hidrofilico y fotosensible [48].

0 OH
0
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Figura 5. Esquema de la estructura del Acido Félico

El acido félico es un buen ligando para la vectorizacion de nanotransportadores
hacia células cancerigenas, debido a que en este tipo de células se sobre-
expresan los receptores folato, dando asi una especificidad novedosa e

interesante a sistemas para el tratamiento de esta enfermedad [49].



3.5 Nanotransportadores
En los ultimos afios, con la llegada de la nanomedicina, los dispositivos con

tamafio en el rango nanométrico se han convertido en una herramienta
potencialmente capaz de resolver los problemas relacionados con el transporte de
principios activos hacia células cancerigenas [50]. Los tipos de
nanotransportadores mas empleados en esta aplicacion se representan en la

Figura 6 y a continuacién se realiza una pequefia descripcion de cada uno de

ellos.
Sistema De
Nanotransportadores
De Principios Activos
Surfactantes Lipidos | Polimeros |
Convencionales Materiales Inorganicos
|N,os°masl [Microemutsiones Copolimeros Homopolimeros ] recbida
Carbono
=2 |

Nanoparticulas
Coloidales de Org

Nanocompuestos de
Fosfato De Calcio

Figura 6. Clasificacion de sistemas nanotransportadores de principios activos

3.5.1 Micelas
Debido a la estructura Unica de las moléculas anfifilicas, en solucién acuosa, a una

determinada concentracion, estas moléculas pueden autoensamblarse de manera
gue los bloques hidrofébicos alcancen un estado de minima energia, dejando el
bloque hidrofilico expuesto hacia medio acuoso, disminuyendo la entropia en el
sistema [51]. En un pequeiio rango de concentraciones de moléculas anfifilicas
(concentracion critica micelar), las moléculas anfifilicas se autoensamblan en

particulas de tamafio coloidal llamadas micelas, las cuales son estructuras



dinamicas [52]. Si la concentracién de moléculas anfifilicas permanece por encima
de la concentracion critica micelar, las micelas seran termodinamicamente
estables, mientras que, si la concentracion de las moléculas anfifilicas es menor,
se pierde el ensamble. Las micelas tipicamente tienen didmetros entre 10 y 100
nm (Figura 7) [53].

3.5.2 Polimersomas o vesiculas

Los polimersomas (Figura 7) presentan una estructura formada por una o varias
capas alrededor de un nucleo acuoso. Estas vesiculas son muy utiles en la
encapsulacién y transporte de principios activos solubles en agua, que pueden ser

almacenados en el ndcleo acuoso [54].

Caracteristicas

Tamafio: 10-100nm
Copolimeros agregados en un
equilibrio dinamico con los
Micelas monomeros

g

Fluido Movil como Nucleo

Caracteristicas

Tamario: 100-200nm

Monomeros de copolimero en
un estado estatico
MNanoesferas

Mucleo solido como matriz
separada

o \\ B Caracteristicas
r'/ \/\{D____ [ g\ﬁ Tamafio: 5nm-5pm
NN % '

} Monomeros de copolimero
ensamblados en una bicapa
con un nucleo liguido

Polimersomas

Caracteristicas

Tamafio: 100nm-300nm

Monomeros de copolimero
en una membrana alrededor
de un principio activo o
Nanocapsulas nucleo aceitoso

Figura 7. Sistema de nanotransportadores para el transporte de principios activos
y Sus caracteristicas



3.5.3 Dendrimeros
Los dendrimeros son macromoléculas globulares que presentan una estructura

altamente simétrica e hiper-ramificada ordenada alrededor de un nucleo central,
los cuales presentan tamafios entre 2-10 nm (Figura 8). Estos sistemas son
sintetizados mediante una serie de reacciones de adicion o condensacion
controlada sobre un nudcleo polifuncional [55]. Se puede controlar el peso
molecular final deseado y el tamafio de particula a partir de las condiciones de
sintesis. Los dendrimeros de tamafio intermedio tienen una estructura semirrigida,

gue los hace capaces de retener principios activos y les confiere un gran interés

N
20N

Figura 8. Esquema de Estructura de un dendrimero

farmacéutico [56].

3.5.4 Nanoparticulas
Las nanoparticulas son sistemas coloidales que poseen diametros entre 1 y 1000

nm. Estos sistemas son usados para el transporte de principios activos hacia sitios
especificos del organismo, donde el principio activo puede ser encapsulado,
adsorbido o dispersado en la nanoparticula. Las nanoparticulas pueden ser
preparadas a partir de una amplia variedad de materiales tales como lipidos,
polimeros y materiales inorganicos, lo cual le otorga un amplio rango de
propiedades fisicoquimicas que las convierte en sistemas adecuados para el

transporte y liberacién controlada de principios activos [57].

Especificamente, cuando se habla de nanoparticulas poliméricas se refiere a un
nombre colectivo para las nanoesferas y las nanocapsulas (Figura 7). Las

nanoesferas son estructuras tipo matriz polimérica y las nanocapsulas consisten



en un interior liquido o polimérico rodeado por una membrana polimérica. A
diferencia de las micelas las cuales presentan una estructura dinamica, las

nanoparticulas se caracterizan por poseer una estructura estable y estatica [58].

3.5.4.1 Métodos de preparacion de nanoparticulas poliméricas
El método de preparacion de nanoparticulas estd muy ligado a la naturaleza

quimica del polimero. Para el quitosano y el quitosano modificado se han
reportado varios métodos de los cuales se describe a continuacién los mas usados
[59].

- Autoensamble

Cuando se tienen polimeros anfifilicos, en medio acuoso se generan
nanoparticulas del tipo core-shell de manera espontanea. Para este método se
requiere tener un balance hidrofilico/hidrofébico adecuado, que lleve al

autoensamble, en medio acuoso de las cadenas poliméricas.

- Gelacion lonotrépica

Cuando el quitosano se encuentra solubilizado en medio acido, los grupos amino
se encuentran protonados, convirtiendo al quitosano en un polimero catiénico.
Esta naturaleza catidnica puede aprovecharse para la formacion de nanoparticulas
poliméricas. El método de gelacion ionotrdpica consiste en el entrecruzamiento de
las cadenas poliméricas cationicas con un poli anién, generalmente tripolifosfato
de sodio (TPP), netamente por interacciones electrostaticas entre los grupos
amino protonados del Qs con los grupos fosfato del TPP, llevando a la formacién

de las particulas [60].

3.5.5 Encapsulaciéon de principios activos en nanoparticulas poliméricas
Para que el proceso de encapsulacion del principio activo sea exitoso, se debe

garantizar afinidad entre la matriz polimérica y el principio activo de interés. La



encapsulacion se puede dar por dos métodos: i) incorporacion del principio activo
al mismo tiempo en el que se prepara las nanoparticulas y ii) adsorcion del

principio activo después de formada la dispersion coloidal.

La eficiencia en el proceso de encapsulacion depende en gran medida de las
propiedades fisicoquimicas del farmaco, del método de preparacion y del uso de
aditivos, asi como de la naturaleza, peso molecular del polimero y de la

interaccion polimero-principio activo.

4  Objetivos

4.1 Objetivo General
-Desarrollar nanoparticulas poliméricas basados en quitosano (Qs) modificado con

acido deoxicdlico (DCA), polietilenglicol (PEG) y &cido fdlico (AF) para la
encapsulacion de polifenoles con potencial aplicacion en el tratamiento de

leucemia.

4.2 Objetivos Especificos
- Sintetizar derivados del Qs con polietilenglicol (Qs-mPEG), acido desoxicélico

(Qs-DCA) y 4cido folico (Qs-AF) que lleven a la formacion de nanopatrticulas.

- Determinar las condiciones de pH y relacion en peso Qs-mPEG/Qs-DCA/Qs-
AF que permitan obtener particulas en el rango nanométrico.

- Establecer las condiciones experimentales bajo las cuales las nanoparticulas
de Qs-mPEG/Qs-DCA/Qs-AF permiten encapsular acido gélico, propil galato y
epigalocatequina-3-galato.

- Examinar la estabilidad en el tiempo de los sistemas de nanoparticulas de Qs-
MPEG/Qs-DCA/Qs-AF.



6 Metodologia

6.1 Preparacion de derivados de quitosano

6.1.1 Quitosano-acido félico (Qs-AF)

En un balon de fondo redondo se adicionan 200 mg de Qs con grado de
desacetilacion del 76% y 50 mL de acido acético 1% (v/v) y se deja en agitacion
por 24 horas, bajo atmosfera de nitrégeno. A la solucion de Qs se le ajusta el pH a
4.7 con NaOH 3 M. Se cubre el balon con papel aluminio y se tapa con una septa
para purgar el sistema con nitrégeno por 15 minutos. En un recipiente ambar se
pesan 11 mg de AF, se tapa con una septa y se purga con nitrégeno por 15
minutos. Se le agrega 1mL de dimetilsulfoxido (DMSO) y se deja en agitacion por
45 minutos. En dos recipientes dmbar se pesan respectivamente 6 mg de N-
hidroxisuccinimida (NHS) y 10 mg de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida
(EDC) se tapan con septas y se purgan con nitrégeno por 15 minutos. Se le
agrega 1 mL de DMSO a cada recipiente y se dejan en agitacion por 45 minutos. A
la solucion de Qs se le agrega lentamente la solucion de AF y la de NHS, esta se
deja en agitacion por 30 minutos. Posteriormente, se agrega gota a gota la
solucion de EDC y la mezcla de reaccién se deja en agitacion por 24 horas.
Finalmente, el producto de reaccion se precipita con NaOH 5M y se purifica a
través de dialisis usando una membrana de celulosa (6 KDa), se dializa en agua

Milli-Q por 3 dias y se liofiliza para obtener un material sélido [48].

6.1.2 Quitosano-acido desoxicélico (Qs-DCA)
Para esta modificacion se preparan dos soluciones por separado a 38°C. La

primera solucion, se prepara disolviendo 200 mg de Qs con un grado de
desacetilacion de 76% en 25 mL de acido acético 1%(v/v). La segunda solucion se
prepara disolviendo 110 mg de DCA en 53 ml de etanol. Posteriormente, se pesan
80 mg de EDC y 48 mg de NHS y se adicionan respectivamente a la solucion de
DCA, -esto con la finalidad de activar los acidos carboxilicos del DCA en la

solucion. Posteriormente, se gotea lentamente la solucion de DCA a la solucién de



Qs y se deja en agitacion por 22 horas. A la solucién resultante se le ajusta el pH a
8 con NaOH 5 M. Seguidamente, el material resultante es purificado por
precipitacion con etanol (20 mL) y separado por centrifugacion. Se realizan
lavados sucesivos con una solucién etanol-agua (40:60). Finalmente, el polimero
precipitado se dializa por 3 dias usando una membrana de celulosa (6KDa) y agua
Milli-Q como dializante. Por ultimo, se liofiliza este material para obtener un sélido
[46].

6.1.3 Quitosano-poli(etilen glicol) (Qs-mPEG)
El Qs-mPEG se prepara siguiendo la metodologia reportada por Monsalve y

colaboradores [61]. Para esta modificacion se pesan 100 mg de Qs con un grado
de desacetilacion del 76% y se disuelve en 25 mL de HCI 0,1 M, esta soluciéon se
somete a liofilizacién por 2 dias para obtener el clorhidrato de quitosano (Qs-HCI).
El Qs-HCI se solubiliza en 17 mL de agua Milli-Q y se deja en agitacion por 1 hora.
Se procede a pesar 26 mg mPEG-COOH y 3 mg NHS, los cuales se agregan a la
solucién de Qs-HCl y se deja en agitacién por 10 minutos. Posteriormente, a esta
solucion se le adicionan 5 mg de EDC y se deja en agitacion por 22 horas.
Finalmente, el material resultante se somete a dialisis por 3 dias usando una
membrana de celulosa (6KDa), con agua Milli-Q como dializante y se liofiliza para

obtener un material soélido.

Para la liofilizacion de las muestras, estas son congeladas a -196°C e
inmediatamente liofilizadas en un liofilizador de cdmara de cascada de 6 L
(Labconco) a -80°C (temperatura del colector) y 0.014 mBar.

6.2 Caracterizacion de los derivados

» El FTIR fue usado con el fin de identificar los grupos funcionales presentes en

los diferentes derivados obtenidos. Las muestras fueron analizadas en forma de



pastillas preparadas con KBr y el espectro fue obtenido en un espectrofotbmetro

Perkin-Elmer Spectrum One entre 4000-450 cm™ a temperatura ambiente.

> La Resonancia Magnética Nuclear de protén (*H-RMN) es usada para confirmar
la formacion de los enlaces entre el Qs-AF, Qs-DCA y Qs-PEG. Para el analisis,
el polimero fue solubilizado en 1% de D20O/CHsCOOD. Los espectros fueron

obtenidos en un espectrometro Ascend 600MHZ Bruker Biospin.

6.3 Preparacion de nanoparticulas (NPs) a partir de mezclas de Qs-PEG/Qs-
DCA/Qs-AF

Las nanoparticulas fueron preparadas por dos métodos diferentes: Autoensamble

y gelacién ionotropica.

6.3.1 Autoensamble
Las NPs fueron preparadas a partir de la mezcla de los polimeros modificados

(Qs-mPEG, Qs-DCA, Qs-AF). Para ésto, los polimeros modificados son disueltos
en acido acético al 1% v/v a una concentracion de 1mg/mL y posteriormente
mezclados a una relacion en peso Qs-mPEG/Qs-DCA/Qs-AF: 80/10/10 y
posteriormente mezclados y mantenidos en agitacion por 1 hora, a temperatura

ambiente.

6.3.2 Gelacion lonotrépica
Las NPs fueron preparadas por el método de gelacion ionotropica con tripolifosfato

de sodio (TPP) como agente entrecruzante [62]. Para ésto, los polimeros
modificados (Qs-mPEG, Qs-DCA y Qs-AF) son disueltos en acido acético al 1%
(v/v) a una concentracién de 1 mg/mL. Posteriormente, fueron mezclados variando
la relacién en peso entre los diferentes materiales y el pH de la solucién resultante,
tal como se muestra en la Tabla 2. Por otra parte, se prepara una solucion de TPP
a una concentracion de 1 mg/mL y el pH de esta solucion se ajusta a 9,0. Luego,
la solucion de TPP es adicionada gota a gota a la mezcla Qs-mPEG/Qs-DCA/Qs-



AF bajo agitacion magnética constante (500 rpm) y a temperatura ambiente,
manteniendo la agitacion durante 1 hora. La relacion en peso Qs:TPP fue variada,
con el objetivo de poder determinar la relacion a la cual se da la formacion de las
particulas. Finalmente, las NPs obtenidas son purificadas por ultrafiltracion con
una membrana de celulosa (1 kDa) y finalmente re-suspendidas en agua Milli-Q.

Tabla 2. Variables usadas para la preparacion de las nanoparticulas a partir de
Qs-mPEG/Qs-DCA/Qs-AF usando una relacion en peso Qs:TPP 3:1 y una
concentracion de polimero de 1mg/mL.

Qs-mPEG (%) | Qs-DCA (%) | Qs-AF (%) pH
50 25 25 4-5-6
70 15 15 4-5-6
80 10 10 4-5-6
60 10 30 4-5-6

6.4 Caracterizacion de nanoparticulas a partir de mezclas de Qs-PEG/Qs-
DCA/Qs-AF

» La dispersion de luz dinamica (DLS) es usada para medir el tamafio y la
distribuciéon de tamafio de particula en los sistemas preparados. Las medidas
se realizan a 25 °C en un DLS HORIBA LB 550. Cada experimento es
realizado por triplicado y el resultado es reportado como el diametro medio * la
desviacién estandar. Adicionalmente, se calcula el indice de polidispersidad
(PDI) de las distribuciones de tamafio de particula, el cual es un indicativo de la

dispersidad de los sistemas.

» La mediciéon del potencial zeta de los sistemas preparados fue realizada a 25

°C en un ZetasizerNano ZS (Malvern Instrument), diluyendo las dispersiones



con agua Milli-Q. Las mediciones se hicieron por triplicado y el resultado es

reportado como el valor medio * la desviacion estandar.

6.5 Estabilidad coloidal de las nanoparticulas
El tamafio de particula y el potencial z se usan como indicadores para evaluar la

estabilidad coloidal de las dispersiones, para ésto, las particulas se mantienen
almacenadas en dispersion a 25 °C y a determinados intervalos de tiempo se

tomaron las medidas de tamafio de particula y potencial z.

6.6 Encapsulacion de los polifenoles
Para la encapsulacion de los polifenoles se selecciona el sistema de

nanoparticulas que presente el menor tamafo y distribucibn monodispersa. Los
polifenoles encapsulados son &cido galico (AG), propil galato (PG) vy
epigalocatequina-3-galato (EGCG). Para llevar a cabo la encapsulacion, se sigue
la metodologia descrita anteriormente para la preparacion de las particulas por el
meétodo de gelacion ionotrdpica, con la adicion de 1mg del polifenol a la solucién
de polimero en medio acido. La solucion de polifenol y polimero se mantiene en
agitacion (500 rpm) por 1 hora y luego se adiciona la solucion de TPP,
manteniendo la agitacion por 1 hora mas. Para retirar el polifenol no encapsulado
las dispersiones son purificadas por ultrafiltracion con una membrana de celulosa

(1 kDa) y finalmente re-suspendidas en agua Milli-Q.

6.7 Cuantificaciéon del porcentaje de encapsulaciéon (%EE) de los
polifenoles en nanoparticulas de Qs-mPEG/Qs-DCA/Qs-AF

La cuantificacion de los polifenoles fue llevada a cabo en el sobrenadante,
después de realizada la purificacion de las particulas, por espectroscopia UV-
visible en un equipo Perkin Elmer Lambda 35 UV/vis spectrophotometer, UV

Winlab software, a partir de una curva de calibracién del principio activo en etanol,



a 273 nm. Se calculo el porcentaje de encapsulacion de acuerdo con la ecuacion
1.

peso del polifencl en las Nps

E(%) = » 100 Ecuacion 1

peso inicial del polifenol usado

7 Resultados

7.1 Preparacion de derivados de quitosano

7.1.1 Quitosano-acido félico (Qs-AF)
La modificacién del Qs con el acido folico es llevada a cabo a través de la reaccion
de los grupos amino del Qs con los grupos acidos carboxilicos del AF,

previamente activados con EDC y NHS, tal como se muestra en la Figura 9.
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Figura 9. Esquema de modificacion del Qs con AF

Inicialmente se realiz6 una caracterizacion por FTIR, con el objetivo de identificar
que los grupos funcionales del Qs y del AF estén presentes en el material
obtenido. En la Figura 10 se presenta el espectro infrarrojo del Qs y Qs-AF, donde
se observan en ambos espectros las bandas de 3478 cm™ correspondiente a
extension (C-O) solapada con la extension (N-H) de amina y la banda 1635 cm™
asignada a la extension de carbonilo de amida (C=0, amida I) desplazada por la
presencia de un heteroatomo electronegativo. Tanto en el Qs como en el Qs-AF

se ve la banda debida a extensién (C-OH) de alcoholes primarios alrededor de



1050 cm™? y la banda de 1422 cm™ corresponde a la vibracién -CHz, -CHz y la
sefial a 1378 cm™ asignada a la vibracion de estiramiento C-N del grupo
acetamido (banda de amida lll). La aparicion en el espectro de Qs-FA de la banda
en 1550cm™* que no se observa en el espectro del Qs nos indica una modificacion
en los grupos NHz del quitosano para la formacion de la amida resultante, después

de la modificacion [63].
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Figura 10. Espectro infrarrojo para el Qs y el Qs-AF

Posteriormente, la estructura del Qs-AF fue determinada por 'H-RMN en
CHsCOOD/D20 al 1%. En la figura 11 se muestra el espectro obtenido junto con la
estructura de este polimero. Las sefales de baja intensidad a 7.7, 6.9 y 8.7 ppm
corresponden a los protones aromaticos del acido folico marcados como H1, H2 y
H3 [64]. La sefial entre 3.5 y 4.1 ppm corresponde a los protones del anillo de la
N-acetil glucosamina y de la glucosamina y una sefal en 3.2 para el protén del CH
unido al NH2 del Qs. Las seiales correspondientes al AF son de baja intensidad,

ademas se presenta tautomerismo del carbonilo (marcado como a en la



estructura), lo cual se traduce en la aparicion de varios picos en el espectro en la

region aromatica que nos indica la presencia de las dos especies ceto y endlica.
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Figura 11. Espectro de 'H-NMR para el Qs-AF en D20/ CH3COOD (1%)

Por lo tanto, no es posible calcular por esta técnica el grado de modificacion. Se
procede a realizar otro andlisis para calcular el grado de modificacion (%GM)
mediante uso de espectroscopia UV-vis a una longitud de onda de 285 nm,
correspondiente al pico de maxima absorcion del AF. Para esto, se prepara una
solucién madre de AF en acido acético 1%v/v y se realizan diluciones sucesivas
para construir la curva de calibracion, tal como se muestra en la Figura 12,
obteniéndose un indice de correlaciéon de 0.998. A partir de la ecuacion 2 se
obtiene un %GM de 2.12%.

mmol AF

baGM = * 100 Ecuacion 2

mmol Qs



0,2 ¥ = 0,0415x + 0,0072

R?= 0,998

0.1 4 /

Absorbancia

0,0

0 2 4 6
Concentracion Acido Folico (ug/ml)

Figura 12. Curva de calibracién para el acido folico

7.1.2 Quitosano-acido desoxicélico Qs-DCA
La modificacion del Qs con DCA se realiza a través de la reaccion de la

carbodiimida entre los grupos acido carboxilico del DCA con los grupos amino de

Qs, tal como se muestra en la Figura 13.

OH 0

Qs-DCA

OH OH 5
M‘m(}/
°  1.EDC/NHS oy

2.Qs en acido acético

HO

Figura 13. Esquema de modificacion del Qs con DCA

Para confirmar la modificacion de las cadenas de Qs con DCA se realiza la
caracterizacion de este material por FTIR. Se puede observar en la Figura 14 un

ensanchamiento de la banda 2887 cm™ correspondiente a la extensiéon C_H de los



grupos -CHz, -CHs presentes tanto en el Qs como en el DCA. La banda en 3478
cm? corresponde al solapamiento de dos sefiales, extensién -O-H y -NHa.
Ademas, se observa una banda en 1549 cm correspondiente a la extension C-N
de la amida | y IIl. La banda a 1631 cm™ es asignada a la extension (C=0) de
carbonilo del Qs y las bandas de 1422 y 1378 cm™* corresponden a tensiones (C-
O) de carbonilos de amidas y la banda de 1050 cm* asignadas a la extensién (C-
O) de alcoholes primarios. La aparicién de la banda de 1549 cm™ que no aparece
en el espectro del Qs indica una modificacion en los grupos NHz del quitosano por
la formacion de la amida resultante después de la modificacion [65].
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Figura 14. Espectro infrarrojo para el Qs y el Qs-DCA

La Figura 15 muestra el espectro de 'H-NMR para el Qs-DCA, junto con la
estructura del polimero resultante. En la ampliaciéon del espectro para la region de

0 a 1 ppm es posible observar dos sefales a 0.74 y 0.94 ppm que corresponden a



los protones de los metilos presentes en el DCA, marcados en la estructura como
H18 y H19 respectivamente. A partir de los valores de integracion de las sefales a
0,77 y 2,9 ppm correspondientes a los metilos del DCA y al proton vecino al NH2
en la estructura el quitosano, se determina mediante la ecuacion 3 que el GM es
de 14,50%.

Ecuacion 3:

fa77
GM(%) = AT =100
Sslz mappmtorrppm

GM (%)=14.50%
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H Ol 400
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Ch21 +300

20 -
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12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ] -1 -2 -3
Desplazamiento Quimico (Ppm)

Figura 15. Espectro de 1H-NMR para el Qs-DCA en D20/ CH3COOD (1%)

7.1.3 Modificaciéon del Qs-mPEG
El quitosano pegilado es obtenido a través de la ruta de la carbodiimida, en la cual

los grupos &cidos carboxilicos del mPEG-COOH son activados con EDC vy
posteriormente reaccionan con los grupos amino del quitosano, tal como se

muestra en la Figura 16.
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Figura 16. Esquema de modificacion Del Qs con mPEG

En la Figura 17, se muestras los espectros IR del Qs y del Qs-mPEG. En ambos
espectros se observa una banda en 3480cm correspondiente al solapamiento de
la sefial de extension -NHz y -OH. En el espectro del Qs-mPEG se observa un
aumento de la sefial en 2887cm™ respecto a la del Qs, la cual corresponde a la
extension CH de los grupos —CHz, CHs del quitosano y —CH2-CH2 del mPEG.
Adicionalmente, en este espectro puede verse, las bandas a 1649 y 1550 cm,
correspondientes a los grupos amida | y Il (estiramiento -C=0 y -C-N,
respectivamente) ambas presentando desplazamientos a la derecha debido a la
presencia de los grupos carbonilos, comprobandose la formacion del enlace entre

el &cido carboxilico del mPEG y el grupo amina del Qs.

En el espectro de 'H-RMN del copolimero Qs-mPEG (Figura 18) se observan
sefales a 2.66, y 3,70 correspondientes a los protones marcados como b y c¢ del
mPEG. Adicionalmente, pueden observarse las sefiales caracteristicas del Qs a
3,15 ppm y sefiales entre 3,45-4,20 ppm correspondientes a los protones etilicos

de la glucosamina y N-acetil glucosamina
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Figura 17. Espectro infrarrojo para el Qs y el Qs-DCA

La integracion de los protones b de la molécula de mPEG vy los protones H2 a 3.15

ppm del Qs, mediante la ecuacién 4, arroja un GM de 3,1%.

Ecuacion 4:
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Figura 18. Espectro IHRMN del Qs-mPEG en D20/DOOCCH3 (1%)

7.2 Preparacion de nanoparticulas de Qs-PEG/Qs-DCA/Qs-AF

7.2.1 Método de autoensamble
En la Figura 19 se observa la presencia de dos poblaciones de particulas, con

tamafos alrededor de 1200 y 4000 nm, lo cual puede ser debido a que el balance
hidrofilico/hidrofébico no es el adecuado para que se logre el autoensamble de las
cadenas de Qs, de tal manera que lleve la formacién de nanoparticulas
monodispersas. Sin embargo, incrementar el porcentaje de modificacién del DCA
en las cadenas de Qs, no es conveniente, debido a que los principios activos que
se desean encapsular son de caracter hidrofilico y por lo tanto se requiere que las
particulas presenten un caracter mas hidrofilico que hidrofébico. Por tanto, se
preparan las particulas por el método de gelacion ionotrépica, en la cual se usa un

agente entrecruzante.
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Figura 19. Tamafio de particulas para particulas de Qs-mPEG/Qs-DCA/Qs-AF
preparadas por autoensamble

7.2.2 Método de Gelacion lonotrépica

El ionotrépica es usado para la formacion de las
nanoparticulas de Qs-PEG/Qs-DCA/Qs-AF aprovechando la naturaleza catidnica

del quitosano. Con el objetivo de determinar el efecto de algunas variables de

método de gelacion

preparacion, sobre las propiedades finales de las nanoparticulas, tales como
tamafio de particula, PDI y potencial z, se preparan mezclas a diferente % en peso
de los derivados del Qs (Qs-PEG/Qs-DCA/Qs-AF), variando el pH de formacién y
la relacién polimero-agente entrecruzante. Debido al gran nimero de variables
gue pueden afectar las propiedades finales de las nanoparticulas, se deja fija la
concentracion del polimero en 1mg/mL, tal como fue previamente reportado en la

literatura [61].



7.2.2.1 Efecto del pH de formacién y la composicion de los polimeros sobre
el tamafio de particula.

El pH de la soluciobn de Qs tiene un gran efecto en la preparacién de
nanoparticulas de este polimero por el método de gelacion ionotropica, debido a
gue este parametro determina el grado de protonacion de los grupos amino, que
llevaran al entrecruzamiento con el TPP. Como se observa en la Figura 20 cuando
las particulas son preparadas a pH 5 se obtienen los menores tamafos de
particula, mientras que a pH 6 se generan particulas de gran tamafio. Este
comportamiento puede ser debido a que a pH 6 el grado de protonacién de los
grupos amino decrece, lo cual lleva a una disminucion en la carga superficial de
las nanoparticulas formadas y por lo tanto se reduce las repulsiones
electrostaticas inter-particulas, llevado a su agregacion. Por su parte, a pH 4 se
tiene un gran numero de grupos amino protonados que no alcanzan a ser
entrecruzados con la cantidad de TPP que se tiene en el medio, provocando que
el entrecruzamiento no sea tan efectivo, como si ocurre a un pH de 5, donde se

logran tamafios menores a 200 nm.

La composicion de las particulas no presenta un efecto tan importante en el
tamafio de particula a pH bajos (4 y 5), como si lo tiene a pH 6. Para este pH
puede verse que con la mayor cantidad de DCA en las particulas (50-25-25) se
presenta el menor tamafio de particula, lo cual puede ser debido a que las
particulas se forman gracias a la combinacion de dos fenémenos, es decir,
procesos de entrecruzamiento por la presencia del TPP y autoensable por las
cadenas de DCA.
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Figura 20. Efecto del pH y la composicion en el tamafio de particula pre-
ultrafiltracion.

7.2.2.2 Efecto del proceso de purificacion en el tamafio de particula.

En la Figura 21 se presentan los tamafios de particula de los diferentes sistemas,
después de la etapa de purificacion. Al comparar estos valores de tamafio de
particula con los reportados en la Figura 20, puede verse que el proceso de
purificacion ocasiona un incremento en el tamafio de la particula, debido a que al
realizar lavados con agua se da un cambio en el pH del medio que favorece un

hinchamiento de las particulas, provocado por la pérdida de sales.
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Figura 21. Efecto del pH y la composicion en el tamafio de particula post-
ultrafiltracion

7.2.2.3 Efecto de larelacién Qs:TPP en el tamafio de particula

En la preparacion de nanoparticulas una variable para tener en cuenta es la
relacion en masa entre el quitosano y el tripolifosfato de sodio (TPP). Para esto, se
realiza una variacion de la cantidad de TPP adicionado y se determina el tamafio
de particula para cada adicion. De este modo, se selecciona la relacibn en masa

que lleve a la formacion de nanoparticulas con el menor tamafio.

La Figura 22 presenta tres regiones, la primera correspondiente a las relaciones
Qs:TPP 50:1 a 8:1, en donde se observa un decrecimiento del tamafio de particula
a medida que se adiciona el agente entrecruzante. Los grandes tamafios de
particula obtenidos para estos sistemas (mayores a 1000 nm) se deben a que la
cantidad de agente entrecruzante no es suficiente para lograr un entrecruzamiento

efectivo que lleve a la formacion de nanoparticulas. La segunda region,



comprendida para las relaciones Qs:TPP 6:1 a 2:1 presentan tamafios menores a
500 nm, lo cual indica que la cantidad de TPP presente es suficiente para propiciar
la interaccion de los grupos -NHs* del quitosano y los grupos fosfato del TPP. En
esta region los sistemas obtenidos son monomodales. Finalmente, cuando la
relacion Qs:TPP es 1:1, se obtienen tamafios de particula alrededor de los 5000
nm, lo cual corresponde a grande agregados formados por el exceso de TPP que

conduce al entrecruzamiento entre particulas.
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Figura 22. Tamafio de particula vs relacion en masa Qs: TPP

En la Tabla 3, se muestran las relaciones Qs:TPP que generan los menores
tamafos de particula, asi como sus respectivos valores de PDI. Puede verse que,
para cada sistema, la cantidad de TPP necesaria para obtener un sistema
monomodal de nanoparticulas con menor tamafio, es diferente. Lo anterior puede
ser explicado teniendo en cuenta que en cada sistema se tiene diferente nimero
de grupos amino disponibles para realizar el entrecruzamiento con el TPP, debido
a las diferencias en las proporciones de las mezclas. Adicionalmente, es

importante notar que en general se obtuvieron valores bajos (menores a 0,5) de



PDI, lo cual indica que los diferentes sistemas presentan distribuciones de tamafio

relativamente estrecho.

Tabla 3. Relaciones en masa Qs:TPP en las cuales se lograron los menores
tamafios de particula.

Sistema de nanoparticulas | Relaciéon Masa Tamafio de S
Qs-mPEG/Qs-DCA/Qs-AF (Qs:TPP) particula (nm) £ SD
50-25-25 31 171,8+ 15,1 0,194+0,13
70-15-15 2:1 131,6+ 6,5 0.182+0,08
60-30-10 4:1 216,0+ 61,4 0.349+0,25
80-10-10 5:1 153,2+ 6,5 0,167+0,04

7.3 Estabilidad Coloidal
En esta etapa se realiz6 la evaluacidon de la estabilidad coloidal mediante

mediciones de tamafio de particula y potencial Z en el tiempo. Todos los sistemas
fueron preparados de acuerdo a lo descrito en seccion experimental por el método
de gelacion ionotrépica, empleando una concentracion de polimero de 1,0 mg/mL,
un pH de formacion igual a 5 y una relacion Qs:TPP (5:1). En la Figura 23 se
observa el tamafio de particula para los sistemas de Qs-mPEG/Qs-DCA/Qs-AF

almacenadas a 25°C, durante un periodo de 20 dias.

De acuerdo con los resultados presentados en la Figura 23 se evidencia que la
poblacién de nanoparticulas empieza a desestabilizarse después del dia 5,
presentando en algunos sistemas poblaciones de nanoparticulas entre 500 nm y
1000 nm. En el dia 20 la desestabilizacion de las nanoparticulas es total, llegando

a la precipitacion de estas, debido a la formacion de agregados de particulas.

Se observa, ademas, que el sistema de nanoparticulas con menor variabilidad en
el tamafo de particula con respecto al tiempo es aquel donde se tiene mayor
cantidad de mPEG (80-10-10). Lo cual puede ser debido a que las cadenas
moviles de mPEG le confiere una mayor estabilizacién estérica al sistema,

comparado con aquellos con una menor cantidad de este polimero.
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Figura 23. Tamafios de particula medidos a diferentes intervalos de tiempo para
los sistemas de nanoparticulas de Qs-mPEG/Qs-DCA/Qs-AF almacenados a 25°C

De acuerdo con la Figura 24, puede verse que a medida que se tiene mayor
cantidad de mPEG en los sistemas se tiene un valor menor de potencial z, es decir
mAas cercano a cero, lo que indica un mayor cubrimiento de las cadenas de PEG
en la superficie de las particulas, lo cual puede proporcionar una mayor
estabilizacion a las particulas. Esto se ve reflejado en un comportamiento mas
constante en el valor de potencial z con el tiempo para los dos sistemas con mayor
contenido de mPEG (80-10-10 y 70-15-15).
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Figura 24. Potencial z medidos a diferentes intervalos de tiempo para los sistemas
de nanoparticulas de Qs-mPEG/Qs-DCA/Qs-AF almacenados a 25°C

7.4 Encapsulacion de polifenoles
Para la encapsulacion de los polifenoles se selecciona el sistema de Qs-

MPEG/Qs-DCA/Qs-AF 80-10-10, un pH de 5 y una relacion de masa Qs:TPP 5:1,
debido a que con este sistema se obtiene el tamafio mas pequefio, con una
distribucién de tamafio monodispersa (PDI = 0.167).

En la tabla 4 se presentan los tamafios de particula, el PDI y el potencial z antes y
después del proceso de purificacion, luego de llevar a cabo la encapsulacion.
Puede verse que el tamafio de particula aumenta después del proceso
purificacion, lo cual fue analizado en la seccion anterior. Por su parte, el proceso
de encapsulacion no presenta un efecto importante en el tamafio de particula para
los sistemas con AG y PG, mientras que se ve una disminucion en este parametro
para el sistema con EGCG. Lo anterior puede ser debido a que la EGCG pude

formar mayor niumero de interacciones por puentes de hidrogeno con el quitosano



lo que puede ocasionar la compactacion de las cadenas del polimero. Con

respecto a la encapsulacion puede observarse que el mayor %EE se obtiene para

el PG, lo cual puede ser debido a que los grupos alquilicos del PG pueden formar

interacciones con las cadenas hidrofébicas del DCA.

Tabla 4. Tamafio de particula, PDI, potencial Z y eficiencia de encapsulacion para
las particulas Qs-mPEG/Qs-DCA/Qs-AF 80:10:10, con polifenol encapsulado,
antes y después del proceso de ultrafiltracion.

Antes ultrafiltrar

Después ultrafiltrar

) Tamafio de )
) Tamafio de Potencial Z Potencial Z % EE
Polifenol ) PDI particula PDI
particula (nm) (mV) (mV)
(nm)

AG 157,245.8 |0.20+0.03| 24,5+4.6 |162,5+10,4| 0,24+0,05 42,3+8.1 41,7+ 8,3
PG 159,6+7.3 |0.25+0.05| 23,7+5.1 |183,3+158| 0,66+0,08 40,5+12.5 | 83,5+6,0
EGCG 135,7¢3.1 |0.12+0.03| 27,325 | 142,7+4,4 | 0,13+0,03 44,8+6.9 43,6 +6,8




Conclusiones

Se lograron sintetizar los 3 polimeros derivados del quitosano (Qs-mPEG, Qs-
DCA y Qs-AF), los cuales fueron caracterizados por FTIR y 'H-RMN. Los
grados de modificacion para el Qs-mPEG, Qs-DCA y Qs-AF son 3.1, 145y
2.12% respectivamente.

Las variables de preparacion de las nanoparticulas que permitieron obtener
sistemas inferiores a 200 nm y monodispersos con una concentracion de
polimero de 1mg/ml, pH de la solucion del polimero de 5 y una relacion de
masa de Qs:TPP 5:1.

El sistema con mayor contenido de mPEG (80-10-10), presenté mejor
estabilidad coloidal en el tiempo, lo cual demuestra el efecto estabilizante de
este polimero hidrofilico.

El sistema Qs-mPEG/Qs-DCA/Qs-AF 80-10-10 fue seleccionado para llevar a
cabo el proceso de encapsulacién de los polifenoles, debido a que presento las
mejores propiedades fisicoquimicas. En estos sistemas el mayor %EE fue
logrado para el PG.

Por tanto, el sistema con EGCG se plantea como un sistema promisorio,
debido a que presentd un tamafio de particula menor a 200 nm con un bajo

valor de PDI (0,13) y una encapsulacion alrededor del 40%.
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Perspectivas

Evaluar los perfiles de liberacion de los polifenoles encapsulados

Evaluar la citotoxicidad de las nanoparticulas preparadas en células de la
sangre y de la médula 6sea

Hacer pruebas in vitro e in vivo con el sistema de nanoparticulas sobre su
capacidad anticancerigena.

Hacer de este tipo de tratamiento una posible alternativa econémicamente

viable en el campo farmacéutico.
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