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RESUMEN

PLGA es un polimero biodegradable y que ha sido aprobado por la FDA, por no
presentar toxicidad en el organismo humano y es ampliamente usado en los ul-
timos afios para la produccion de NPs en el campo de investigacion e innova-
cion, principalmente en el campo farmacéutico con el fin de desarrollar siste-
mas inteligentes de liberacion de farmacos controladas. En el presente trabajo
se elaboraron NPs a base del polimero de PLGA (poli &cido lactico-co- glico-
lico) con el fin de obtener sistemas NPS que tengan las caracteristicas tanto fi-
sica como quimica para ser candidatos a emplear como vectores para el metro-
nidazol, un antibiético que presenta eficacia contra E. histolytica, pero con poca
especificidad a las células dianas. Se utiliz6 PLGA con PM de 24,000 a 38,00
de terminacién con el grupo carboxilo (Sigma-Aldrich Chemistry), empleando el
meétodo de emulsion y eliminacion de solvente. Se utilizé acetato de etilo (EM
Sciencie FW:88.11) saturado con agua MiliQ como fase organica y agua MiliQ
saturado con el solvente como la fase acuosa, con esta ultima, se preparé poli
vinil alcohol (PVA; Aldrich Chemistry MW =/- 31,000) al 5%, que fue utilizado
como tensioactivo. En cada preparacion se emplearon 50mg de PLGA, disol-
viéndose en fase organica. Al tener ambas fases preparadas, se llevé a cabo la
emulsion con el homogeneizador (Poltron PT 1600 E) a 11,000rpm. La purifica-
cion fue por medio de una centrifugacion (Moledo: VWR Clinical 50) a 10,000
rpm por 15 minutos. Finalmente, las NPs-PLGA, se liofilizaron. Los resultados
obtenidos, fueron NPs que van desde los 210nm a los 270nm, con polidispersi-
dad (PDI) no mayor a los 0.200 y con una desviacion estandar que va de 50 a
80 nm. Ademas, se elaboraron NPs etiquetadas con isotiacianato de tetrametil-
rodamina (TMRMNA), para la elaboracion de estas NPs, previamente se eti-
queto al polimero con TRMRMNA y la proporcion requerido para la preparacion
de NPs fue 20% del polimero etiquetado y 80% del polimero puro. Los resulta-
dos en tamafio, PDI y desviacion estandar logrados, fueron de muy similar a
casi iguales a los obtenidos con las NPs-PLGA. Se observé que las NPS-PLGA
liofilizadas con manitol, conservaron su tamafo, mientras que las liofilizadas sin

este presentaron un tamafo casi al doble del inicial. De igual manera
VI



las NPs etiquetadas con manitol y sin este, fueron evaluadas en el procedo de
liofilizacién, en el que se observo que este tipo de NPs pierden estabilidad de
ambas maneras. Por ultimo, se evaluo estabilidad en medio acuosa tanto a
temperatura ambiente y a refrigeracion, donde hubo una estabilidad mayor o
igual a los 16, en ambas condiciones, siempre y cuando haya un almacena-

miento libre de contaminantes.

Palabras claves; Poli acido lactico-co- glicélico (PLGA); Polidispersidad (PDI),
Poli Vinil Alcohol (PVA); Isotiacianato de Tetrametilrodamina (TMRMNA); Nano-
particulas (NPs).
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

Justificacion

La amibiasis es un problema de salud social tanto en México como en el mundo,
y es considerado como la tercera causa de mortalidad por enfermedades para-
sitarias en el mundo, causada por la E.histolytica. Causando una tasa de morta-
lidad anual entre 50,000 a 100,000 muertes. Las mayores tasas se registran es
en aquellos paises en vias de desarrollo, como es el caso de nuestro pais. Los
tratamientos que existen actualmente estan basados en antiamibianos con un
sistema de administracion y liberacion convencional, con eficacia moderada
contra amibiasis a nivel intestinal y extraintestinal, pero estos medicamentos no
logran ser dirigidos especificamente contra el parasito y por ello numerosas
ocasiones, el tratamiento no funciona, culminando con la muerte del paciente.
(Chacin-Bonilla, 2013) Es importante mencionar que E. Histolytica tiene
factores de virulencia, que complican mas la eficacia de los antimibianos, por ello
existe la necesidad de atacar de una manera mucho mas especifica a uno de los
factores de virulencia mas importante del parasito,su proteinas de supericie de
adeherencia fuertemente contra el epitelio y esto es posible contrarrestarlo con
el uso de sistemas funcionalizados con anticuerpos monoespecificos contra
estas proteinas de viruelencia. (Cuevas Flores , 2012) Dedido a estas razones
es por la cual existe la necesidad de formular sistemas que sean capaces de
biodirigir un antiamibiano y anticuerpos monoespecificos de una manera mas
especifica contra el parasito, con la idea de bloquear su estadios de virulencia y

poder erradicarlos.

Las NPs-PLGA estan elaborado a base de un polimero formado por dos
monomeros que cuando ingresan al organismo, son hidrolizados de manera no
enzimatica y sus productos finales son los mismos monomeros, los cuales no
toxicos para el organismo y este con la capacidad de eliminarlos
adecuadamente. Por esta razo, PLGA, es el polimero mas empleado para la

elaboracion de NPs biodegradables.. ( Rosas & Pedraz, 2007
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Antecedentes

Las NPs son sistemas con un tamafio menor a una micra (um), sistemas que en
los ultimos afios han adquirido mucha importancia en el auge de la ciencia na-
notecnoldgica, y este con una mayor fuerza en el campo de la medicina, particu-
larmente en farmacia, buscando con ello desarrollar nuevos vehiculos inteligen-
tes en el transporte y entrega de una amplia gama de principios activos. Las NPs
pueden estar elaboradas a partir de polimeros tanto sintéticos como naturales.

A finales de los afios 70 debido a los problemas que presentaban los liposomas,
sistemas que inicialmente tenian grandes promesas como nuevos vectores, pero
conforme a los estudios in vitro realizados, estos presentaban baja estabilidad y
eficiencia en la incorporacion de farmacos, teniendo con ello la necesidad de

nuevas alternativas, las nanoparticulas. (Vila Jato, 2011)

Las nanoparticulas biodegradables que son elaboradas a partir de poliéster han
venido ganando importancia en el campo del desarrollo farmacéutico como vec-
tores. Hoy en dia existen variedades de polimeros con los que se puede elaborar
los sistemas nanométricos, pero los mas empleado, aprobados por la FDA y
EMA (Agencia Europea de Medicina) para su uso en la industria farmacéutica
con el poli acido glicélico (PLG), polo acido lactico (PLA) y su copolimero poli
acido (lactico-co-glicélico; PLGA). Al ser estos polimeros biodegradables, bio-
compatibles, no téxicos, facil elaboracion y facil de modificar sus superficies, en-
tre otras caracteristicas, es la razon por la cual estos polimeros son los de mayor

importancia hoy en dia. (Rubio Mufioz, 2013)

Encapsular farmacos permite un mayor control en el transporte, entrega y cap-
tacion del mismo a las células dianas, demostrando una concentracion mucho
mas elevada al sitio deseado en comparacion cuando se es administrado de
forma libre. En teoria cuando se logra una mayor captacion del farmaco, se

puede disminuir la cantidad administrada de forma libre y por tanto, disminuir los
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efectos secundarios comunes. Cuando un farmaco libre viaja a través del cuerpo,
causa toxicidad en todo el organismo, resultando en efectos secundarios graves

en muchas ocasiones o corto o a largo plazo.

Por las caracteristicas y propiedades brevemente descritas, también el PLGA
esta siendo empleado en otras lineas de investigacion para la formulacion de
implantes y. ha sido evaluado como implante para la liberacién subconjuntival de
5-fluorouracilo (5-FU) dando buenos resultados de forma in vitro e in vivo en co-

nejos. (Inaki Rodriguez, 2012)
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Objetivo general

Lograr elaborar nanoparticulas de PLGA mediante el empleo de la técnica de
emulsiéon y eliminacion de solventes, y que los cuales tenga un tamafio y estabi-
lidad adecuada para poder ser empleadas como vector para el metronidazol y

un sistema funcionalizable para anticuerpos monoespecificos.

Objetivos especificos

I. Dominar el método de emulsion y eliminacién de solvente para elaborar NPs-

PLGA y que el método pueda ser replicable.

Il. Elaborar NPs-PLGA con un diametro dentro de los 150 a 300nm durante la

elaboracion y hasta después del proceso de liofilizacion.

[ll. Lograr unas NPs que su limite de polidispersidad (PDI) no sean mayor a los
0.250

IV. Las NPs elaboradas, sean estables en medio acuoso tanto en medio am-

biente, refrigeracion y congelacion.

V. Lograr enlazar covalentemente moléculas de isotiacianato de tetrametilroda-
mina a cadenas poliméricas del PLGA para poder elaborar NPs que puedan emi-

tir fluorescencia.
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CAPITULO 2

TEORIA GENERAL

1. Vectorizacién de farmacos.

Los vectores de farmacos, se refieren a sistemas inteligentes capaces de ser
empleados como vehiculo y transportadores de farmacos y/o sustancias bioacti-
vas para biodirigirlo hacia un sitio o célula diana especifica de una manera mucho
mas eficaz en comparacion con una administracion convencional de los farma-

Ccos.

El objetivo de usar un trasportador de farmacos es aumentar la eficacia de en-
trega de los principios al sitio activo, evitar una degradacién antes de tiempo,
ademas de disminuir sus efectos adversos por la administracién convencional,
por tanto, lograr disminuir las dosis requeridas, pero manteniendo el mismo o un
mejor efecto terapéutico, por ultimo, lograr un biofase mas especifico. En otras
palabras, es poder controlar y aumentar la biodisponibilidad, estabilidad y selec-

tividad los principios activos.

Toda clase de farmacos y sustancias bioactivas pueden ser incorporados a un
vector, desde un analgésico, antibiético, anticancerigenos etc., hasta proteinas
como son los anticuerpos (en este caso cuando se trate de macromoléculas
biofuncionales, se habla ya de NPs funcionalizadas) pero todo depende en las
caracteristicas fisicoquimicas y molecular de la molécula a funcionalizar puedan
adaptarse al vector o el vector adaptarse a ellos para funcionalizarse o ser en-

capsulados por el vector.

Para formar matrices de los vectores, como los de microparticulas o nanoparti-
culas se puede emplear diferentes sustancias como proteinas (albumina, gela-

tina, colageno, caseina), polisacaridos (almidon, celulosa y derivados, alginatos,
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pectina, carragenanos, quitosanos), poliésteres (acido poli lactico, &cido poli gli-
cOlico, acido poli lactico-co-glicélico, poli-E-caprolactona, poli-B-hidroxibutirato),
derivados de poli vinilicos (alcohol poli vinilico, acetato de vinilo), poli acrilatos
(acrilatos, metacrilatos, copolimero de acrilico y metacrilicos) y otros varios (gli-
céridos, ceras, esteres solidos etc.). Y eleccion de uno u otro viene dado en que
se pretende emplear y las caracteristicas fisicoquimicas del farmaco al que se le
desea adicionar. (Hernandez Herrero, Moreno Gonzales , Zaragoza Garcia ,
& Porras Chavarrino, 2011)

Actualmente en los laboratorios y trabajos de investigacion cientifica se centran
en varios vectores que han demostrado ser potencialmente buenos; tales como

liposomas, nanoparticulas, macroparticulas, virus inactivados, entre otros.

Todos los vectores tienen una finalidad en coman, el cual ya se ha mencionado,
pero cada uno se diferencian en mecanismos propios o0 en comun que requieren
para lograr el objetivo; por ejemplo algunos como las microparticulas o nanopar-
ticulas con centro metélico (ejemplo, un hierro, plata, oro, silice entre otros) con
ayuda de efectos magnéticos aplicados exégenamente para poder finalmente
ser atraidos, acumularse al sitio deseado y por ultimo ser sometidas a cambios
fisicos de igual manera, externos, que las lleven a modificar sus estructuras para
finalmente descargar moléculas bioactivas que llevan consigo. Y otros sistemas
gue tienen matrices poliméricas biodegradables o no, como el acido lactico
(PLA), acido glicélico (PGA) o su co- polimero, el &cido lactico y glicélico (PLGA)
que son los mas empleados, que logran llegar al sitio diana sin necesidad de
efectos fiscos externos.(Hernandez Herrero, Moreno Gonzales , Zaragoza

Garcia, & Porras Chavarrino, 2011)

Otro ejemplo serian las mismas nanoparticulas los cuales al ser sensibles a cam-
bios fisicos, son capaces de liberar los farmacos por efecto del cambio de pH o
de temperatura de su sitio diana. Estas propiedades son aprovechadas primor-

dialmente para crear sistemas capaces de modificar sus estructuras cuando se
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encuentren en sitios con una varianza en los valores de pH y temperatura, en
comparacion con el resto del organismo, y ejemplo de estos sitios son las células
cancerigenas o células que cursen con algun proceso inflamatorio, que natural-
mente estos presenta un pH y temperatura mas elevado, el cual es lo que hace
las nanoparticulas sensibles logren modificar sus estructuras y poder liberar el
farmaco. (Hernandez Herrero, Moreno Gonzales , Zaragoza Garcia, & Porras
Chavarrino, 2011)

Hay muchos otros métodos mas por las cuales un farmaco es vectorizado, pero
con una unica finalidad, hacer llegar la mayor concentracion de principios activo
a un sitio diana especifico y para esto el método puede ser directo, como por
ejemplo depositar directamente el farmaco en la zona deseada, como en el caso
de las administraciones interarticulares, intratecales o directa/semidirectas como

los ejemplos que ya se mencionaron en los parrafos anteriores.

2 Funcionalizacién de NPs

Las nanoparticulas funcionalizadas hacen referencia a aquellas nanoparticulas
que, a través de su matriz, se le incorpora alguna molécula o macromoléculas
biofuncionales, es decir algun tipo de biomarcadores de naturaleza fosforescen-
tes como las rodaminas; biomoléculas como los anticuerpos monoespecificos,

algun farmaco o alguna otra molécula de naturaleza distintas a las mencionadas.

Para lograr las funcionalizaciones, existen varios métodos tanto quimicos vy fi-
sicos que podrian ser efectivas, y si se pudiera ver fisicamente como es que
finalmente las nanoparticulas quedan funcionalizadas, podriamos ver distintas
maneras, como por ejemplo, aquellas que su matriz ha quedado recubierta de
moléculas funcionales y esto pudiendo estar simplemente unidas por fuerzas i6-
nicas o por enlaces covalentes, mientras que otras NPs pudieran quedar en el

interior la matriz, en vez de quedar como el primer ejemplo.
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La unién covalente o idnica entre NPs. y moléculas funcionales, depende en gran
medida de las caracteristicas fisicoquimicas de los dos, estas caracteristicas son
las que definen quimica y graficamente como es que finalmente las nanoparticu-
las quedan funcionales y que métodos quimicos o fisicos fueron las adecuadas
para cada reaccion de acoplamiento. En la Imagen 1. Se muestra de manera
grafica como es que tedricamente se espera la unién entre las nanoparticulas el

grupo funcional.

IC—F = X

Imagen 1. El circulo rojo vendria representando a una nanoparticula, C su li-
gando de unién a superficie, F el grupo con que se funcionalizé y X la unién del
grupo funcional con el sitio especifico del blanco propuesto. (Avila, 2011. Tesis

maestria)

A continuacion, se detallaran de manera mas especifica como es que se ha lo-
grado que algunas moléculas bioactivas como anticuerpos, péptidos y acido fo-
lico puedan acoplarse a nanoparticulas para finalmente obtener NPs funcionali-
zadas potenciales a aplicacion en el campo clinico. Ademas de detallar algunas
caracteristicas generales sobre el en las investigaciones cientificas relacionados

con cada una de ellas.
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A continuacion se muestran algunas imagenes de como es comunmente los en-
laces que se forman a partir de las terminaciones en grupo funcional de PLGA al

ser conjugado con alguna molécula y por tanto funcionalizarse.

o
HO. (0] o)
O H + HN NH,
X Yy n
CH, o)

PLGA PEG-bis (amine)

DCC
NHS
o o}
HO o} 0. o]
X A ‘ n
CH, o CH, o H

PEGylated PLGA

Imagen 2: Representacién esquemética cuando la union quimica entre el grupo
amina terminal del poli etilenglicol (PEG) al grupo hidroxilo terminal del acido
glicdlico cuando este se encuentra como copolimero con el acido lactico; (PLGA)

(Jafarzadeh Kashi, y otros, 2012)

OCH;
HO OH (o}
G(Y\/@ T O
=
e CHy IxL 0 Jy
o o

Curcumin PLGA

DMAP,
Methylene Chloride | DCC

OCH3 o
HO O\K/\O/HW/OH
“li: S EIIm 0 CH
2 OCH3 s
0o o

PLGA -Curcumin Conjugate

Imagen 3: La curcumina y PLGA se conjugan a través de enlace éster. PLGA
fue activado por N, N'-diciclohexilcarbodiimida (DCC) y 4- (Di-
metilamino piridina) (DMAP) en diclorometano (DCM) (Bhargav N. Waghela,
2015)
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PLGA-PLL CONJUGATION

DMAP
(calalysl)
HiC, ,CHa
N
z
i i B
c N c
AN + HsN- PLL S s . o
LGA” |OH 4 PLGA \H-PLL

DCC "

O\N”C’ O
Imagen 4 Poli-L-lisina (PLL) se conjuga con PLGA. En la sintesis, se
utiliza diciclohexilcarbodiimida (DCC) como un agente de acoplamiento,
que activa el grupo terminal de &cido carboxilico en el PLGA para la con-

jugacion con la amina libre en PLL.
(Saltzman, 2008)

L e
~+o-enyf-o-cn/ion o
2 Mo O NH,-PEG.COOH ™
P PR o b Ul , ond o / \
ol = o yHo o T (oA Lo By~ fofony

3 45 S oL\ T S |
{ o

Owon PLGA-NHS PLGA-PEG-COOH

-3

NHS

LHRH

Docetaxel

Docetaxel-loaded LHRH decorated PLGA Nanoparticles

Imagen 5: llustracién esquematica de formulacion de micelas poliméricas de
NPs cargadas con docetaxel (DTX). PLGA-PEG se conjuga con un resto Hor-
mona Liberadora de la Hormona lutenizante (LHRH) a través de carbodiimida
(DCC) mediada por N, Hidroxisuccinimida (NHS). El PLGA-PEG-LHRH y DTX se

autoensamblan para formar nanoparticulas. (Cao & Zhao, Nanoscale Research

Letters)
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Como se observo en los ejemplos de anteriores de conjugaciones del PLGA con
diferentes moléculas, la union quimica es generalmente a partir del hidroxilo libre

terminal del &cido glicélico que compone al complejo polimérico de la NP.

2.1 Nanoparticulas funcionalizadas con anticuerpos.

Los anticuerpos o también llamados inmunoglobulinas (Igs) son macromoléculas
de tipo glicoproteinas, formados por largas cadenas polipeptidicos. Los
anticuerpos son unos complejos proteicos que tienen la capacidad de unirse
especificamente a un receptor, el cual seria su antigeno. Los anticuerpos son
sintetizados por la linea celular linfocitica, el cual se logra por un equilibrio de
colaboracién entre los subtipos de linfocito, los linfocitos B y los llamados
linfocitos T cooperadores en respuesta a la presencia de antigenos. Las
cadenas polipeptidicos que conforman al anticuerpo, son sintetizados por los
ribosomas para posteriormente presentarse como hemimoléculas y finalmente
ser ensamblados dentro del aparato de Golgi y ser presentado con la estructura
de doble cadenas, pudiendo ser excretados como Igs solubles o quedarse

expresados en las membranas del linfocito.
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Estructura de los anticuerpos

Los anticuerpos estan conformados por dos cadenas diferenciadas por su di-
mension y peso, los cuales son llamados cadenas pesadas (HC, heavy chain),
cadena ligera (LC, light chain), en donde existen dos cadenas idénticas de cada
una, pesando 50KDa y 25 KDa respectivamente. En la imagen 6 se muestra la

estructura basica de los anticuerpos.

CD‘U/\ VH

COR2.
- 4

Fab

Imagen 6. "Estructura basica de los anticuerpos. Representacién esquematica
de un anticuerpo. Consta de cuatro cadenas polipeptidicos, dos pesadas (H) y
dos livianas (L). Las cadenas pesadas y livianas se unen entre si por puentes
bisulfuro y algunas otras interacciones covalentes. La estructura flexible que une
a las cadenas pesadas es denominada “bisagra” (linea punteada). La unién en
la parte amino terminal de las cadenas pesadas y livianas da como resultado la
formacion de dos sitios idénticos de unién al antigeno (Fab). Las barras en las
regiones variables representan las regiones de los determinantes de comple-
mentariedad (CDR 1-3), tres para la cadena ligera (VL) y tres para la cadena
pesada (VH). La fraccion cristalizable (Fc) esta formada por los dominios CH2 y
CHS, en la region CH2 se asocia un componente glucosidico™. ( Sanabria Ayala
& Landa Piedra, 2007)
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Se ha venido estudiando los Acs. desde décadas atras, pero no fue hasta en
1975 cuando biélogo Koéhler y el quimico Milstein, que desarrollaron un método
eficaz para la produccién y obtencién de Acs monoclonales puros y gracias a
este gran avance, fue que a partir de esa fecha las investigaciones referentes a

los Acs se intensificaron.

Posterior a las investigaciones y el desarrollo de anticuerpos, en 1997 por pri-
mera vez la Food and Drug Administration, (FDA) aprobé un anticuerpo para el
tratamiento antineoplasico. El nombre que recibi6é este primer anticuerpo fue Ri-
tuximab (Mabthera®, Rituxan®, La Roche, Basilea, Suiza) (Estrada, y otros,
2010) el cual estéa dirigido contra CD-20 de las células cancerosas, para el trata-
miento de linfomas no Hodking. Para esta aplicacion es Unica y exclusivamente
la propiedad nata que tienen los anticuerpos de union especifica, pero posterior-
mente las aplicaciones en el campo de la medicina se diversificarian ain mas,
entre el funcionalizarlos con otros tipos de moléculas para conseguir otros fines,
tales cuando son conjugados con algunas moléculas de tipo cromoforos para el
reconocimiento y diagndstico de una enfermedad por medio de sus antigenos
como el caso de la prueba de ELIISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay)
o enlazarlos a algun sistema de nanoparticulas para dirigirlos hacia un antigeno

blanco especifico. (Hernandez Baltazar E., 2011)

Propiedades del anticuerpo para poder llevar uniones quimicas.

¢Pero, como es que los anticuerpos pueden tener la capacidad de unirse
covalentemente o de forma iénica con alguna otra molécula? Se debe a las
unidades que componen a las proteinas en general, y dentro de estos complejos,
se encuentran los anticuerpos o también llamados inmunoglobulinas. Las
unidades que componen a las proteinas son los aminoacidos que se unen entre
para formar cortas, medianas y largas cadenas polipeptidicos y aunque todos los
aminoacidos comparten unas caracteristicas iguales como el que cada una tiene

un carbono alfa o quinal ademas de un grupo amino y carboxilo, lo que las
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diferencia los uno a los otros, son sus cadenas laterales con caracteristicas y

propiedades Unicas.

Gracias a que todas las AA., s tienen un carbono tetraédrico, lo que le un libre
movimiento y direccionalidad de sus 4 grupos, es a partir de estos por el cual las
cadenas polipeptidicos podran adquirir su forma tridimensional final. La principal
union quimica que le da forma y estabilidad a las proteinas es el azufre (S) que
se encuentra al final de la cadena lateral de la Cisteina, quienes formaran
puentes de bisulfuros muy estables, dando finalmente la forma tridimensional de
la proteina. Pero también otras cadenas laterales son capaces de participar en
los enlaces como para formar algun tipo de puentes de hidrégenos como nos los
muestra la Tabla 1 e Imagen 7, vemos la relacion de los 20 AA., sy las diferentes
cadenas laterales que presentan, para posteriormente poder deducir los tipos de

enlaces que pudieran llegar a presentar.
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Aminoacidos con cadenas car gadas electricamente
Pozitivo Negativo
Arguuna (arg) Lisina (1y:) Histudina (lus) Glutamico (glu) Aspartico (asp)
ooo coo coor coo
i e P e ™
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Imagen 7. Clasificacion por subgrupo de los aminoacidos en base a las

caracteristicas y propiedades quimicas que presentan sus cadenas laterales.
(Navarrete, 2007)
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Hidroxilo-Hidroxilo Amida-hidroxilo
R R R R
\ / \ /
O—H esosee (o] N——H ss2se- ]
N\ / \
H R H
Hidroxilo-carbonilo Amida-N imidazolico
R R R
\ /I \ —NH
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Tabla 1. Diferentes tipos de puentes de hidrogenos que pueden llegar a

presentarse en algunas estructuras de macromoleculas. (Quimica-Fisica, s.f)

Al analizar un poco la Tabla 1 e Imagen 2, podemos predecir algunos enlaces
posibles que pueden llegar a presetar los AA,s que conforman a una proteina,
los enlaces disulfuros son presentandos por dos cisteinas, quienes en su cadena
lateral terminal tienen atomo de azufre. O aquellos aminoacidos que en su
cadena terminal tengan algun grupo carbonilo e hidroxilo, podrian presentar
puentes de hidrogeno de tipo hidroxilo-carbonilo como por ejemplo Aspargina,
Glutamina que presentan un grupo carbonilo en union con alguna Tirosina con
hidroxilo. Es posible enlaces ionicos entre aquellos peptidos que tiene cargas
negativas y positivas como en el caso de Histidina, Arginina, Lisina, Acido
Aspartico y Gluctamico en donde los primeros tres presentan una carga positiva
y los ultimos con carga negativa. En la Imagen 8, se puede apreciar un esquema
de metodo quimico que se us6 para funcionalizar NPs de PLGA con un

anticuerpo mediande un ligando.

\ o] 0 o
OH o e N~ Y
@ EDC @ Y.NH, (antibody) @ H
—p —_—
Sulfo-NHS
Carboxylic group ended Antibody-NP (COOH ended)

PLGANP

Imagen 8. Esquema de funcionalizacion de NPs de PLGA con un anticuerpo.
(Tasnim Jahan & Haddadi, 2015)
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Se hace enfasis en las caracateristicas de los aminoacidos porque es gracias a
estas caracteristicas por la cual una proteina es capaz de unirse partir de alguno
de sus aminoacidos a algun sistema formado por otras moleculas que tienen
disponibles algun grupo funcional compatible con los grupos funcionales de los
aminoacidos. Es precisamente lo que se espera que pase cuando se intenta
funcionalizar algunas nanoparticulas polimericas, como en el caso de las de
PLGA, que pueden presentar una carboxilo o amino terminal y que gracias a
este, una proteina se le podra conjugar.

Antes de hablar de un ejemplo de NPs funcionalizados con Acs, es importante
mencionar que el PEG es un agente muy empleado en la industria farmaceutica
y que muchos de las formas farmaceuticas que se comercializan en el mercado,
contienen en sus formulaciones este agente, al ser exogeno y estar
constantemente en contanto con el organismo, este empiece a formar
anticuerpos anti-PEG, que finalmente seran los responsables de contrarrestar la
concentracion y biodisponibilidad final de aquellos sistemas en donde el PEG le
sirve como agente de estabilidad, como seria el caso de las nanoparticulas
ligadas al PEG.

Mencionado lo anterior, vemos el primero de los ejemplos. Christine E. Henry y
sus colaboradores en su trabajo titulado Anti-PEG antibodies alter the mobility
and biodistribution of densely PEGylated nanoparticles in mucus adicionaron en
la mucosa cervical de un raton anticuerpos anti-PEG IgG e IgM, estos
anticuerpos se uniceron selectivamente a los PEG ligados a las nanopatrticulas,
reuciendo la movilidad del 95% de las NPs-PEG a tan solo el 34% cuando se
trato de anti-PEG IgG y 7% cuando fue con anti-PEG IgM. Imposibilitando asi la
penetracion de las NPs a las mucosas y llegar a circulacion sistemica. Aunque
este trabajo su objetivo fue demostrar de manera negativa la unién de un

anticuerpo a NPs ligadas a un PEG. (Henry CE, 2016)

17 -



CAPITULO 2

Las NPs pueden ser elaboradas de diferentes materiales y muy variados entre
sus caracteristicas fisicoquimicas,que pueden ser a partir de cadenas
polimericas o a partir de materiales inorganicas como el caso de un hierro u oro,
entre otros muchos mas materiales que ya fueron mencionandos en el apartado
de vectorizacion. Por ello del siguiente ejemplo del que vamos a hablar en donde
fue funcionalizado las NPs con un anticuerpo, es precisamente unas
nanoparticulas superparamagneticas de Oro. Estas NPs fueron recubiertas por
proteinas llamadas proteina A (SPA) de Staphylococcus sp y posteriromente
ligadas a anticuerpos policlonales que seran capaces de unirse especificamente
a las toxinas de Staphylococcus y finalmente un segundo anticuerpo, un fago
recubierto de Ru (pby)3 +2, se une a la misma toxina, formando asi un complejo
Sandwich, este complejo formado emite quimioluminiscencia como lo muestra
en la Imagen 8 y finalmente sera mucho mas sensible que el metodo tradicional

ELISA como metodo de diagnostico, 2500 veces ma sensible. (Xihui Mu, 2016)
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Imagen 9. Complejo inmunosensor de diagndstico.
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Con los dos ejemplos que se vio, se puede estimar que es totalmente viable
poder funcionalizar cualquier tipo de NPs con cualquier tipo de anticuerpos, si

hay necesidad, posiblemente se puede emplear un ligando como el PEG.

2.2 Nanoparticulas funcionalizadas con péptidos

Como se explicé en el apartado de funcionalizacion de NPs con anticuerpos, se
detallé que los anticuerpos son complejos proteicos formados a partir de largas
cadenas de polipéptidos que adquieren sus formas tridimensionales gracias a
los enlaces que forman las cadenas laterales de cada aminoacido de la cadena.
Por ello, cuando hablamos de funcionalizar NPs con péptidos, estamos refirién-
donos a estas mismas unidades que forman una proteina compleja, pero en este
caso seran cadenas de péptidos mucho mas cortas, y para ser considerados
como péptidos, no deberian de sobrepasar los nimeros de aminoacidos que
empiezan a tener proteinas, pequefas pero complejas como es el caso de la
insulina, que es una proteina bioactiva de 51 unidades de aminoacidos. Por ello,
generalmente las secuencias de cadenas de 3 a 20 AAs ( Mulero Canovas, y
otros, 2011)

Los péptidos funcionales o bioactivos no son otra cosa mas que un fragmento
de secuencias de aminodacidos inactivos de una proteina precursora que pueden
ser de origen vegetal (soya, trigo, maiz, arroz, cebada y girasol) o de animal
(leche y sus derivados, ovoalbumina de huevo, en la carne, en musculo de pes-
cados como la sardina y atin, ademas, en la jalea real de la abeja) y que una
vez que este se somete a hidrolisis quimicos o por acciones enzimaticas, libera-
ran secuencias cortas de péptidos que presentaran algun tipo de efectos biolo-
gicos, ya sea positivo 0 negativo segun a partir de efectos que se espera o se

busque con ellas. ( Mulero Canovas, y otros, 2011)
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Al ser cadenas cortas y pequefias, los peptidos pueden atravesar el epitelio y
lograr ingresar a la circulacion sistemicas y por tanto poder llegar a ejercer
funciones especificas a nivel local en el tracto gastrointestinal cuando aun no han
llegado a circulacion y ya estando en circulacion, podrian participar en el
metabolismo celular, actuar como factores de crecimiento, inducir liberacion o
inhibicion de hormonas, actuar sobre neurotransmisores y otras muchas mas

acciones biologicas.

Un ejemplo de péptido funcional, son aquellos que se le atribuye actividad
antimicrobiano e inmunomoduladores, que le relacionado a su carga positiva
neta al organizarse estructuralmente y al llegan a estar en contacto con las
membranas de los microorganismos, tienden a formar canales ionicos, alterando

la permeabilidad del organismo y culminando con la muerte de estos.

Ejemplo mas especifico es el péptido que se deriva de la de lactoferrina, una
proteina de origen lacteo, al ser desfragmentada para su absorcion, libera el

fragmento Lys-Arg-Asp-Ser que tiene la capacidad de inbibir de manera a dosis

dependiente la agregacion plaquetaria. Este fragmento finalmente podria
clasificarse como un atitrombotico. Otro ejemplo mas, es al fragmento formado
por 7 amino&cidos, llamado B-casomorfina-7 (beta-CM-7, Imagen 9), es un pép-
tido que se deriva del hidrolisis de la caseina del grupo Al, precisamente otro de
origen lacteo. A este fragmento se le ha atribuido una participacién en varias
funciones bioldgicas, pero aun no se ha confirmado a cierta, si en realidad es
asi. Hay una teoria que sostiene que el fragmento participa en la produccién de
mucosidades en mucosas de las vias respiratorias (Bartley J, 2010). Otras ca-
somorfinas pueden tener funciones inhibitorias en los receptores opiaceos y por
tanto considerarse como antagonistas de la familia de las morfinas. En contras-
tes, las exorfirnas, que son también derivados de la caseina, se les relaciona con
una actividad contraria, es decir se le atribuye a que tienen afinidad a los recep-
tores opiaceos y por tanto tener provocar efectos muy similares a las que provo-

can las morfinas.
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Imagen 10. Secuencias de aminoacido de una B-casomorfina-7 (beta-CM-7)

En Tabla 2 se muestran los diferentes tipos de péptidos funcionales, sus diferen-

tes funciones bioldgicas al que se le atribuye y a las proteinas origen de cada
una

, ademas del nombre que reciben.
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Efecto Origen Nembrefsecuencia
Inhibidores de EC Afhipotensores Soja NWGPLY
Pescado LKP, IKP, LRP (derivados de sardina, bonito, atin, calamar)
Carne TKW, LK
Leche Lactoquininas { WLAHE, LRP, LKF)
Huevo Casoguininas (FFVAFP, FALPOY, VPF)
EVREGTTY
Ovokinina (FRADHPPL)
Ovokinina (2-T) (KVREGTTY)
Inmunomoduladores Trigo IAP
Broccoli YPK
Arroz GYPMYPLR
Leche Inmunopéptidos (). slinmunocasoguinina)
(TTMPLW)
Citomoduladores Leche o-Casomorfina [HIQKED(V)],
p-casomorfina-7 (YPFPGPI)
Opioides agonistas Trigo Exorfinas A4, AS (GYYPT), B4. B5 Y C(YPISL)
Leche ot- Lactorfinas: f-Lactorfinas
Casomorfinas
Opioides antagonistas Leche Lactoferroxina
Casoxinas
Antimicrobianos Huevo Otap-92(f 109-200)
Leche Lactoferricina
Antitrombdticos Leche K-CN(f106-116), casoplatelinas
Quelantes de metales, anticariogénicos Leche Caseinofosfopéptidos
Hipocolesterolémicos Soja LPFYFR
Leche NAEK
Antioxidantes Pescado MY
Leche MHIRL, YVEEL, WYSLAMAASDI

Tabla 2. Péptidos bioldgicamente activos derivados de proteinas (F. Herrera
Chalé, 2014)
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Aminoacido | Abreviatura (3 letras) | Abreviatura (1letra)

Asp
Glu
Arg
Lys
Asn
His
Gin
Ser
Thr
Ala
Gly
Val
Pro
Leu
Phe
Tyr
lle
Met
Trp
Cys

o|ls|1Z|-|<|n|r|o|<|O|>»|4|0|0|x|Z|x|2|m|O

Tabla 3. Tabla complementaria para las abreviaturas que se usan en referencia
a las secuencias de péptidos bioactivos de la Tabla 1. Leu-Ala-Trp-Lys-Arg-Ala-

Lys-Leu-Ala-Lys,

Otro ejemplo de péptidos bioactivos son los dos tripéptidos: uno formado por los
aminoacidos valina-prolina-prolina (VPP) y otro por isoleucina-prolina-prolina
(IPP) son capaces de inhibir la enzima Convertidora de angiotensina (ECA) y dar
efectos antihipertensivos, como lo hacen los Inhibidores sintéticos de la ECA
como el captopril, enalapril, lisinopril y ramipril. Asi como estos ejemplos anterio-
res, podemos seguir mencionando muchos mas, donde no podriamos terminar,
ya que son muchisimos los mecanismos donde se presume que los diferentes
péptidos con diferentes proteinas precursoras tienen algin efecto bioactivo
deseable, muchas de estas presunciones son apenas hipoétesis, otras son mas
estudiadas. Pero al hacer una relacion de todos los procesos bioquimicos que
se presentan en todo el organismo como tal, es algo imposible de poder concen-
trar. (Herrera Chalé, 2014)
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Los mas importante de saber acerca de los péptidos bioactivos es, precisamente
lo que ya se comentod en péarrafos anteriores; que son secuencias de aminoaci-
dos que se desprenden de proteinas complejas y dependiendo del nimero de
aminoéacidos y el orden que tengan estos pequefios fragmentos de secuencia,

seran los factores directos para dar funciones bioactivas.

Como se plante6 en el apartado de funcionalizacion de nanoparticulas con anti-
cuerpos, lo que se pretende en este apartado es precisamente poder explicar
que los péptidos también son capaces unirse a las moléculas que conforman a
las NPs y esto es posible debido a que un péptido tiene un amino y carboxilo
terminal, caracteristicas quimicas necesarias para formas diferentes enlaces qui-
micos, ademas, cada aminoacido tiene una cadena lateral que le confieren otras
caracteristicas quimicas que de igual manera son capaces de participar en los
enlaces quimicos a las NPs, de esta manera obtener NPs funcionalizadas con

péptidos.

Se sintetizaron NPs de oro, a los cuales se les funcionalizaron con un péptido de
10 aminoéacidos (Leu-Ala-Trp-Lys-Arg-Ala-Lys-Leu-Ala-Lys; LA-WKRAKLAK)
que tienen la capacidad de inducir la apoptosis intrinseca a las células cancero-
sas, pero como al estar como péptidos libres, no logran internalizarse en grandes
cantidades a las células cancerosas y por tanto su eficacia se ve disminuida, se
espera que al vectorizarse con NPs, la internalizacion incremente y por tanto su
eficacia. (Akrami M, 2016).

Otro ejemplo de funcionalizacion de NPs es uno parecido al mencionando, en
donde las NPs empleadas son de Oro, pero a diferencia del anterior en este
trabajo se intent6 funcionalizarlas con unas secuencias de aminoéacidos (Pep-A:
Pro-His-Cys-Lys-Arg-Met (PHCKRM) que tienen propiedades antioxidantes y tie-
nen la capacidad de provocar apoptosis en aquellas células cancerosas que son

reactivas al oxigeno. Pero para poder ligarse a las NPs de oro, fue necesario una
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molécula enlazadora entre el péptido con la NP, en este caso el &cido tiéctico,

un antioxidante natural muy potente (imagen 11) fue el seleccionado.

El resumen de este proceso de funcionalizacion, nos lo muestra la Imagen 10.
(Kalmodia S, 2016)

Functionalized Peptide-A

— < Peptide-A (PHCKRM)
S S
s S
GNPs
Peptide A s S w:
functionalized GNPs (\/\/\/é
(GNPs-Pep-A) s—sl OH
Thiotic acid (TA). a
linker molecule
TF oy
TF oy
%
L o
GNPs-Pep-A, induced
ROS dependent
apoptosis of cancer cell
Cancer cell
treated with
GNPs-Pep-A

Imagen 11. Sintesis de los NPs -Pep-A (PHCKRM) y su efecto antioxidante. Pre-
sentacion esquematica de la reaccion quimica llevada a cabo para la funcionali-
zacion de NPs de Oro empleando el Acido tidctico como enlazante en la funcio-
nalizacion y los efectos antioxidantes en células cancerosas de manera in vitro.
(Kalmodia S, 2016)

i

COOH

S—
ACIDO TIOCTICO

Imagen 12: Estructura molecular del acido tioctico.
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En resumen, los péptidos pueden tener la capacidad de llevar funciones biol6gi-
cas especificas o multiples, donde unos son mas estudiados que otros, pero que
finalmente cualquier péptido podria ser funcionalizados con cualquier sistema de

NPs como sucede con los Acs.

2.3 Nanoparticulas funcionalizadas con acido félico.

Existen diferentes tipos de padecimientos oncoldgicos, en donde el lugar de apa-
ricion en el cuerpo humano, las células cancerigenas son imprescindible y tan
variado. Pero se ha demostrado que independientemente de la zona afectada,
todas las células cancerosas tienden a compartir caracteristicas fisicoquimicas
similares entre si. Por ejemplo, se ha demostrado que estas células generan un
ambiente mas &cido en zonas donde se encuentran y al mismo tiempo una mayor
temperatura, ademas expresan en sus superficies algunos receptores propios
gue en muchas ocasiones sirven para su identificacion, diferenciacion y diagnos-

tico al resto de las otras células similares.

Estamos haciendo énfasis y centrando esta investigacién en relacion a los temas
oncolégicos del campo de la medicina, porque es donde mayormente las inves-
tigaciones actuales con nanoparticulas se centran prioritariamente. Gracias a las
caracteristicas muy peculiares y propias de las células cancerigenas, donde mu-

chas de las investigaciones parten para lograr encontrar un tratamiento eficaz.

El acido félico o folato (llamada también asi en su forma anidnica) es una
vitamina hidrosoluble de la familia de los complejos B que naturalmente tiene
muchas funciones entre ellas y la mas importante su participacion en la sintesis
de purinas, que forman parte de los nucleétidos y a su vez son las unidades
basicas de la cadena de ADN, por tanto podemos decir que el acido félico en su
forma reducida como tetrahidrofolato (FTH4) es esencial para la sintesis del ADN

y por ende, en la replicaciéon celular. (Pita Rodriguez, 1998)
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Asi mismo el acido félico esta siendo aprovechando alternamente a sus funcio-
nes naturales. Un ejemplo de esto es el trabajo de Barbara Stella y colaboradores
en su publicacion, donde presentan un trabajo en el cual, aprovechan la infor-
macioén que se tiene acerca de células cancerosas en especial las ovaricas que
se ha demostrado que expresan en grandes cantidades receptores del acido fo-
lico; (Ni, y otros, 2016) por ello, proponen el uso de nanoparticulas recubiertas
por moléculas del poli etilenglicol (PEG), las cuales son empleadas para realizar
union quimica con moléculas de &cido félico (unién entre la terminacién amina
del PEG y el acido carboxilico del folato ) y finalmente formar complejos Unicos
y con éste sistema es posible llegar a las células cancerosas y las moléculas
de folato se unan con sus receptores expresados en las membranas celulares
para posteriormente desencadenar la liberacion del farmaco anticancerigenos

contenidos en las NPs. (Stella, y otros, 2000)

Un trabajo mas que se relaciona con el empleo del &cido félico, son NPs a base
de las de oxido de hierro superparamagneticas que se une covalentemente con
moléculas de etilenglicol y posteriormente éste se es conjugado con moléculas
de &cido fdlico, con la finalidad de poder biodirigirlos hacia sus receptores so-
brexpresados en células cancerigenas del carcinoma humano. Este tipo de
nanoconjugados estan reportando resultados muy prometedores, como los re-
sultados que reportan los experimentos del investigador Conroy Sun Yy sus
colaboradores en su trabajo ; Folic acid-PEG conjugated superparamag-netic
nanoparticles for targeted cellular uptake and detection by MRI donde reportan
una captacion por parte de las células cancerigenas del carcinoma humano de
nanoconjugados con &cido félico que fueron 12 veces mayor a los captados por
las NPs que solo estan unida en su matriz por PEG o dextrano. ( Sun, Sze, &
Zhang, 2006)

También se reportan trabajos muy similares al anterior, con la diferencia que las

nanoparticulas adicionalmente se conjugan con un cromoforo, en este caso el
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isotiacianato de fluoresceina. (Mohapatra, Mallick, Maiti, Ghosh, & Pramanik,
2007)

Por dltimo,un ejemplo mas de lleno relacionado directamente con el presente
trabajo es el trabajo realizado por el investigador Zelai He y sus colaboradores
en la universidad de Shanghéi, China. Donde sintetizaron NPs de PLGA recu-
biertas en su matriz por moléculas de PEG unido de manera covalente a las
terminaciones carboxilicas de las moléculas de PLGA, a su vez ligada a una
tercera molécula, un acido félico, con la finalidad de que este ultimo pueda unirse
a su receptor sobrexpresados en gran medida sobre las membranas de las cé-

lulas cancerosas.

Lo anterior tiene como objetivo lograr que las NPs lleguen de manera especifica
hacia las células cancerosas, pero en realidad la finalidad de un vector funciona-
lizado, es lograr llevar en su interior o sobre su matriz uno o mas farmacos, bus-
cando un efecto terapéutico. Por ello, en esta investigacion se probaron experi-
mentalmente el cargado y vectorizacion de cisplatino (cis-diaminodicloroplatino,
CDDP) y paclitaxel (PTX), dos agentes quimioterapéuticos ampliamente usados
como primera linea en varios canceres (CAs) de etapa avanzada. Como molé-
culas libres de manera separadas. Efectivamente, los dos agentes han mostrado
un alto grado de eficacia, en gran medida por el sinergismo que genera su co-
administracion. Mas, sin embargo, a mayor eficacia, mayor sinergismo y se ha
demostrado que mayor son los efectos toxicos, en especial la nefrotoxicidad re-
lacionado directamente con el CDDP. Es importante también recalcar, cuando
no se trata de una co-administracion, los efectos nefrotéxicos del CDDP, signifi-

cativamente es mucho menor. (He Z, 2015)

Lo que se explica en el parrafo anterior es la razon por el cual Zelai He y sus
colaboradores deciden evaluar los efectos neurotdéxicos de estos dos agentes,
en especial el CDDP, en 3 lineas paralelas, una cuando son administrados por

separados de manera libre, otra cuando son co-administrados de manera libre y
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por ultimo cuando son vectorizados de manera conjunta en la matriz de las NPs

PLGA-PEG. Reportando los resultados que muestran en la Figura 1.
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Figura 1. Resultado del crecimiento relativo y citotoxicidad in vitro de las 4 dife-

rentes lineas celulares cancerosas L929 (fibroblastos de rata), R 1610 (células

de pulmoén de hamster), M109 con receptor de &cido félico (FR) positivo (células

de carcinoma de pulmdén de ratones Murino) y FR-A549 negativa (células can-

cerosas de pulmon humano) posterior a estar expuesto. (He Z, 2015)

Como se puede apreciar, se emplearon combinaciones diferentes en la manera

de administrar CDDP y PTX, donde las subgréaficas A y C, presentan un grado

de viabilidad de células significativamente mayor en comparaciéon a las ultimas

dos subgréficas, esto se atribuye a que en las primeras 2 subgraficas, represen-

tan el resultado dos grupos de células sanas y por tanto tienen un tiempo de

replicacion menor en comparacion con las ultimas dos, que efectivamente se
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tratan de células cancerosas. En relacion a estos dos ultimos resultados eviden-
temente el Ultimo da mejor resultados y esto se relaciona directamente en que
estas células expresan receptores de folato positivamente y se correlaciona con

las NPs funcionalizadas con moléculas de acido félico o folato. (He Z, 2015)

En la figura 2 de los restados de este mismo trabajo podemos apreciar la con-
centracion in vivo alcanzadas con las diferentes maneras de administrar y co-
administrar CDDP y PTX, ya sea de forma libre o vectorizados y los resultados
evidentemente, cuando son vectorizados, el resultado es practicamente casi el

doble de eficacia en comparacion a la administracion libre.
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Figura 2. Resultados de la distribucion tisular cuando la administracion es; A)
CDDP libre, B) PTX libre. C) CDDP-NPs D) PTX-NPs, E) CDDP-FA-NPs Y F)
PTX-FA-NPs en relacion a diferentes tiempos de medicion a su post-admi-

nistracion. (He Z, 2015)

Finalmente, de este trabajo, podemos decir que efectivamente las NPs de PLGA
funcionalizados con moléculas de acido folico registran resultados muy prome-

tedores hacia el tratamiento de células cancerosas que expresen positivamente

receptores de folato.
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3 PREPARACION DE ANTICUERPOS MONOESPECIFICOS.

En este apartado vamos a describir brevemente las técnicas generales para pro-
ducir un anticuerpo monoclonal. Pero antes de empezar, primeramente, vamos

a definir unos conceptos basicos.

Anticuerpo monoclonal.

Un anticuerpo monoclonal (AcM), es un anticuerpo proveniente de una célula
Unica de linfocito, estos anticuerpos son idénticos entre si y lo mas importante,
que tienen la capacidad Unica de unirse especificamente a un solo tipo de anti-
geno. Y por ingenieria genética, su produccion sin limite se logra a partir de un

hibridomas.

Hibridoma.

Es una célula hibrida resulta de la fusién de dos células diferentes, una es un
tipo de células linfociticas que se ha demostrado previamente que producen un
anico anticuerpo y la segunda célula, es una tumoral del mieloma, que tienen la
capacidad de replicarse rapida e indefinidamente, por eso la célula resultante es

capaz de producir sin limite los llamados anticuerpos monoclonales.

Antigeno.

Es un microrganismo, fragmento del organismo o una molécula/macromolécula
que al ingresar al organismo es capaz de activar células T y por tanto inducir a
Linfocitos B a iniciar con las sintesis de anticuerpos especificos contra el anti-
geno. (Smedley, 1986)
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Complejo antigénico.

Cuando un microrganismo ingresa al organismo, actuara como antigeno, pero
como los microrganismos, como una bacteria pueden expresar en sus superficie
cientos, hasta miles de proteinas Unicas, a los que llamados determinantes
antigénicos, induciran a que se formen un anticuerpo especifico para cada una

de ella, es decir un Anticuerpo monoespecificos (AcM). (Smedley, 1986)

En la Imagen 13 se muestra tedricamente como es el reconocimiento de un an-

ticuerpo especifico a su antigeno.

Antlgemc determinants

Antibodies react with
antigenic determinants.

/\

@‘

Globular
\ proteins

@ 1998 Sinauer Asscciates, Inc.

Imagen 13. Imagen representativa del reconocimiento de los anticuerpos espe-

cificos a sus antigenos.

Con los conceptos anteriores poco mas claro, veamos de manera muy resumida
como es el proceso de las técnicas conocidas para la produccion sin limite de

anticuerpos monoclonales, empezando con el mas comun.
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3.1 Produccién de anticuerpos monoclonales a partir de hibridomas.

Para poder fabricar grandes cantidades y sin limites de anticuerpos monoclona-
les, lo primero que se lleva a cabo es la incorporacién de un antigeno exégeno
en pequefa cantidad organismo del animal, para que cuando este entre en con-
tacto con el sistema inmune, los linfocitos T se activen y presenten al antigeno
antes los linfocitos B que finalmente serén quienes se encargaran de reconocer
al antigeno y empezar a sintetizar un anticuerpo especifico contra este. Para
esto, es necesaria estimular al sistema inmune con varias dosis en diferentes
tiempos para finalmente poder obtener gran nimero de células productoras del
anticuerpo y se puedan aislar, en consecuencia poder continuar con el siguiente
paso. (Smedley, 1986)

El siguiente paso consiste en extraer del bazo, los linfocitos B productoras de
anticuerpos, con ayuda de la solucion Ficoll, se separa las demas células de los
linfocitos, en este caso los eritrocitos que no son de utilidad. (Imagen 14). Por
técnicas de ELIISA, se reconoce aquellos linfocitos productores de los anticuer-
pos deseados. Una vez que estas células han sido identificadas, se prepara una
solucion de poli etilenglicol 4000 - 6000 (PEG 4000-6000) al 50% (p/v) el cual
sera el agente quimico que ocasionara la fusién con células inmortales, es decir
con células tumorales del mieloma humano para formar ahora si, a lo que se
llama un hibridoma. Imagen 15, después se emplea el medio HAT para discernir
de aquellas hibridomas no viables y solo quedarse con las que viables, que seran

solo las que sobrevivan en este medio. (OteroGonz-lez., 1995)
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Imagen 14: Separacion de los componentes extraidos del bazo del animal
inmunizado para obtener solo las lineas linfociticas en el sobrenadante

empleando la sulucion de Ficoll.

\
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Inmortalidad '\,\ / Produccién de anticuerpo

Hibridoma

Producciéon inmortal de anticuerpo

Imagen 15. Fusion de una celula tumoral con un linfocito B (productor de

anticuerpos) para formar un hibridoma. (Smedley, 1986)

El hibridoma obtenido después de seleccién por el medio HAT, inicialmente son
en pocas cantidades, por ello es necesario que se cultiven en medios adecuados
para iniciar con la clonacion en masa y posteriormente, discernir entre todas es-
tas nuevas clonas, las que realmente producen el anticuerpo deseado. Todo lo

anterior, desde la inyeccién del antigeno, se resume en la Imagen 16.
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Imagen 16: Esquema general de la técnica de produccion de anticuerpos

monoclonales (AcM) (Latinoamericana, 2001)

3.2 Produccion de anticuerpos monoclonales a partir de hibridomas.

Otra de las técnicas mas empleado para producir AcM es por medio de fagos o
bacteriofagos (virus que infectan exclusivamente a bacterias). En resumidas pa-
labras quiere decir que se infecta a una bacteria con un fragmento de ADN que
codifica para el anticuerpo de interés, que previamente es incorporado al virus,

posteriormente este sirve como vector para finalmente sera quien incorpore el
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fragmento de ADN a la bacteria que codifica para la proteina de interés en la
cadena de ADN de la bacteria. Por tanto este, sera capaz de expresarlo y de
esta manera producir parte de un anticuerpo que posteriormente sera unido a la
base estructural de un anticuerpo. Como se ilustra en la Imagen 17.
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Imagen 17: Produccién de AcM por medio de bacteri6fagos o fagos.
(Latinoamericana, 2001)
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4 AMIBIASIS

Para poder hablar de lo que es amibiasis, como en los demas apartados, es
importante primero comprender algunos conceptos y definiciones antes de entrar

de lleno en el tema.

e Protozoo.
Los protozoos son células eucariotas simples (organismos cuyas células
tienen membrana nuclear) son moviles y heterétrofos. El término viene
dado por la etimologia proto: primero y zoo: animal, avalando la hipotesis
de que son los seres vivos mas antiguos, fueron las primeras células exis-

tentes. (Berenguer, 2006)

e Pseudobpodos
Palabra compuesta por 2 palabras de origen griega, en donde la primera,;
Pseido que significa” falso” y podos que significa “pies”. Es decir, una pa-
labra compuesta que significaria pies falsos. Y este término se emplea
para referirse a microrganismos capaces de extender y contraer el con-
torno de su citoplasma para poder moverse, es decir, crean pies falsos.
(Berenguer, 2006)

e Trofozoito, Quiste.
El Trofozoito es la forma madura de las amebas, el cual es el que real-
mente causa la infeccion, el que tiene la capacidad de formar seudépodos
gue usa para su movilidad, ademas de usarlo para fagocitar sus alimen-
tos; y el quiste es la forma inmovil encapsulado con 4 nucleos que puede
sobrevivir a condiciones ambientales y es el estadio infectante de las en-

tamoebas, el primero se destruye al instante en el medio ambiente. En la
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Imagen 18 se muestran el ciclo biolégico de las E. histolytica.
(Berenguer, 2006)

Huésped

Ingerida

Forma Infecciosa
Quiste maduro

Abscesos extraintestinales
(higado. pulmones...}

le»:-la;éo (2 amehas Ameba Invade la pared
H 4 del col
0 itesing / -
N /

M)  Hemicias
7 Ingeridas

Regresa ala
luz

Permanece en la luz del
colony se multiplica l

Formas diagnédsticas:
trofozoitoy quistes

en las heces = ’

N /
- ) (3 : Trofozoitd T
Eliminagao de cistos
A A Murray et al: Medical Microbiology, 6th Edition.
comas fezes Copyright © 2009 by Mosby, an imprint of Elsevier, Inc. All rights reserved.

Imagen 18. Ciclo biolégico e infectante de la E. Histolytica.
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e Disenteria.
Término médico que se emplea para referirse a trastornos digestivos que
cursan con rasgos de sangre y/o moco en las heces, pujo, célicos y de-

seos de evacuar sin lograrlo por completo. ( Osuna Torres, 2005)

e Parasito.
Hablando de microrganismos, se refiere a aquellos seres que se alimen-
tan a costa de otros seres, es decir, no tienen la capacidad de producir
sus propios alimentos y por tanto tienen que colonizar e infectar a otros
organismos vivos para sobrevivir. (Osuna Torres, 2005)
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e Citoplasma, Endoplasma, Ectoplasma.
El citoplasma es la parte interna del microrganismo, constituida por pe-
quefios granulos y filamentos suspendidos, en un medio con caracteristi-
cas de un coloide. En los protozoos el citoplasma tiene dos subdivisiones
muy notorio, una interna que se le llama endoplasma, el cual contiene el
nacleo y la mayoria de los organelos citoplasmaticos y esta la parte ex-
terna que se llama ectoplasma, un tipo estado gel y diferenciada con el
endoplasma por su aspecto hialino mas o menos refrigerente. Esta ultima
capa es la responsable para un que un protozoo pueda formar lo que se
llama pseuddpodo y con ello poder tener movilidad y desplazamiento.

Imagen 19. (Berenguer, 2006)

| Seuddpodo
A = / Q
— 3 —-
i

‘ Ameba

Imagen 19. Formacion de seudopodos en una ameba.

Posterior a estas haber explicado términos estrechamente ligadas con la ami-
biasis, a continuacion explicaremos la definicion de la enfermedad en si, su
agente etiolégico, epidemiologia, trastornos que causa, tratamiento mas actua-
lizado y por dltimo, hablar de algunas proteinas que expresan que pueden ser

de relevancia para el objetivo del presente trabajo.
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4.1 Definicidon de amibiasis:

La amibiasis es un trastorno principalmente intestinal o extraintestinal causado
por el parasito Entamoeba histolytica (E. histolytica) o en coexistencia con otro
parasito con el mismo mecanismo de virulencia. Y la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) define a la amibiasis como “infeccion provocada por E. histolytica”.
(Cuevas, 2012)

Clasificacion de las amibiasis (imagen 20)

s Proctocolitis amebiana

+ Aguda (hasta 14 dias) Disenteria amebiana
Intestinal e Cronica(mas de 15 dias Tifloapendicitis amebiana
Ameboma

 Portador asintomatico Colitis fulminante

Amebiasi
S< Absceso hepatico amebiano
p
Esplénica
Pulmonar*
. . S ede presentar ¢ Pericardica*
Extraintestinal ¢ puede presentar como P
\ Cerebral

Muco cutinea*

€50 peri # . .
Absceso peritoneal *Complicaciones

secundarias al absceso
hepdtico amebiano

Imagen 20. Clasificacion de la amibiasis. (Cuevas, 2012)

4.2 Epidemiologia

La amibiasis es la tercera causa de mortalidad por parasitos en el mundo, tan
solo después de la malaria (causadas por uno o mas de los paréasitos del genero
Plasmodium) y el esquistosomiasis (trematodos del género Schistosoma)

En diferentes literaturas revisadas, todos coinciden que entre 10 a 20% de la
poblacion mundial esta infectado por el parasito de E. Histolytica, pero que alre-
dedor del 90 % permanecen con una infeccion latente, mientras que alrededor
de los 10% desarrollan la enfermedad. De este porcentaje, en las diferentes bi-

bliografias, se reportan cercas de 50 millones de la poblacién mundial desarrolla

41 -



CAPITULO 2

la enfermedad, y de este numero, superan las 100.000 muertes anuales. Pero
tomando en cuenta el porcentaje estimado de personas infectadas y el nimero
actual de poblacién mundial, esta cifra se dobletea. En la Tabla 2, se muestran
datos demograficos mas reciente de la poblacion mundial en una de las publica-
ciones de la ONU, Populacién and Vital Statistics Report Statistical Papers Se-
ries A Vol. LXVIII de la. Analizando la tabla, podremos darnos cuentas que en
realidad, seria mas elevado el nimero de muertes que estan reportando otras
fuentes bibliograficas. (Cuevas, 2012, Santiago Mauricio, 2010 Y Chacin-
Bonilla, 2013)

1. Estimated mid-year population by major area and region, 2013 and 2014

Population (in thousands)

2013 2014

WORLD 7181715 T 285 786
AFRICA 1127 576 1 156 649
Eastern Africa 373081 383 675
Middle Africa 143 093 147 469
Northemn Africa 215 589 219738
Southem Africa 61273 61970
Western Africa 334 540 343799
ASLA 4 305 102 4 349 561
Eastern Asia 15398 170 1 605 408
South-ceniral Asia 1 840 377 1 BB5 389
South-eastern Asia 618724 626 181
Western Asia 247 831 252 583
EUROPE 73T 561 738 016
Eastern Europe 293 658 293 333
Marthern Europe 101 330 101 832
Southern Eurcpe 152 976 152 629
Western Europe 189 598 190 222
LATIM AMERICA AND THE CARIBBEAN 620 799 G627 641
Caribbean 42 584 42 897
Cantral Amarica 168 172 170 461
South America 410 044 414 282
NORTHERM AMERICA 352 492 355 161
OCEANIA 38 185 38 759
Australia/Mew Zealand 27 736 28118
Melanesia 9 260 9441
Micronesia 515 521
Polynesia 674 679

Source: United Mations, Department of Ecomomic and Social Affairs, Population Division
{2015). World Popuwiation Prospects: The 2015 Revision, DVD Edition

Tabla 4. Poblacion mundial reportada en 2014, en una publicacién de la ONU.
(O.N.U, 2016)
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4.3 Etiologia

La forma quistica del parasito, es quien tiene la capacidad de infectar, porque es
resistente a las condiciones ambientales. Se mantendra como quiste en el am-
biente y su transmision hacia el ser humano sera por medio del consumo de
alimentos que han sido contaminados con heces fecales. Los sintomas aparecen

posteriores a las 48 horas post a ingesta del quiste. (Cuevas Flores , 2012)

4.4 Cuadro clinico.

El cuadro clinico va de leves a moderadas que pudieran ser nauseas, diarrea,
pérdida, fatiga, dolor abdominal, colitis, molestias al evacuar y pudiendo presen-
tar hasta grave. Si la infeccion se torna grave, puede presentar ulceraciones en
la luz del colon causando disenteria, y las formas mas graves de la infeccion
vienen dadas cuando hay diseminacion a otros érganos y tejidos como pulmo-
nes, higados, cerebro y otros. Estas afecciones se clasifican como se vio en la

Imagen 20. (Cuevas Flores , 2012)

4.5Farmacoterapia actual.

En los Ultimos afios a la actualidad las drogas antiamibianos de eleccion se pue-
den clasificar en dos grupos principalmente, aquellos que actian a nivel tisular y
atacan a la fase trofozoitica invasiva del parasito que ha invadido a los tejidos
mientras que el otro grupo tienen accion luminal (paramomicina, furoato de dilo-
xanida y el teclozan (dicloroacetamida, siendo este el mas usado) que destruyen
a los trofozoito que alun no son invasivos por contacto. Algunas otras drogas,
como los grupos nitroimidazoles (Metronizol, tinidazol, ornidazol y secnidazol)

actuan tanto en trofozoitos invasivos como no invasivos. Pero la accion de este
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grupo de drogas contra aquellos trofozoitos no invasivos que permanecen en la
luz intestinal, es muy pobre, por tanto es necesario co-administrarlo con otra
droga que sea efectivo a este nivel. En la Tabla 5 se concentra la informacion de

este parrafo.

Amibiasis (tipos) Droga de Amibiasis (tipos) Droga de
eleceion eleceion
Extraintestinal Intestinal
Absceso hepdtico  Metronidazol Asintomatica Paramomicina
seguido por: o Diloxanida

Paramomicina
Sintomatica Metronidazol
o Diloxanida
seguido por:

Paramomicina

o Diloxanida

Tabla 5. Relacion de farmacos de eleccion para las diferentes clasificaciones de

la amibiasis. (Chacin-Bonilla., 2012)
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4.6 Factores de virulencia de E. Histolyticas.

En bases a diferentes estudios experimentales en los ultimos afos, se ha de-
mostrado que E. Histolytica tiene capacidad de colonizar, infectar y provocar cua-
dros clinicos que van desde cuadros leves a severos, como ya se planted en
parrafos anteriores. Pero en realidad que es lo que hace que este parasito pueda
infectar al organismo humano y en especial a los epitelios de la mucosa intesti-
nal, con énfasis en el colon. Bien, este parasito puede expresar sobre su mem-
brana o secretar varias proteinas proteoliticas y de adhesion que le confieren
esa capacidad de virulencia (Imagen 21) A continuaciéon vamos a detallar un
poco acerca del mecanismo de virulencia que tienen las principales proteinas

secretadas o expresadas por E. Histolytica.

L220 - Amebaporo

/ 7 Cisteina proteasa
Lgts

SREHP

EhRCPADH

Lectina Gal/GalNAc

Imagen 21 Proteinas expresadas/secretadas por el trofozoito de E. histolytica
consideradas factores de virulencia. Las principales proteinas estudiadas a la
fecha son: proteina de membrana de 220 kDa (L220), amebaporos, proteasas
de cisteina, proteina rica en serina (SREHP), complejo heterodimérico adhe-
sina/proteasa de cisteina (EhCPADH) y la lectina de adhesion lactina
Gal/GalNAc. (Trejos Suarez & Castafio Osorio, 2009)
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Mecanismo de adherencia.

Dentro proteinas mas importantes participante en el mecanismo de virulencia de
E. Histolytica se encuentran las proteinas de adhesion como la lectina
Gal/GalNAc, una glucoproteina que tiene la capacidad de unirse a los residuos
N-acetil-D-galactosamina, de las mucinas, proteinas que forman parte de la mu-
cosa intestinal para poder empezar a desencadenar sus mecanismos de virulen-
cia, y cuando estos residuos no son expresados en algunos organismos, como
el de perros y gatos, las lectinas Gal/GalNAc no son capaces de adherirse a las
mucosas y por tanto su capacidad patogénica en estos organismos se pierde
dando como resultado a la no invasion en infeccion. Por otro lado, las mucinas
al funcionar como mecanismos de defensa contra la adhesién de la E. Histolytica,
esta responde con la secrecion de mas proteinas o enzimas citoliticas como glu-
cosidasa, manosidasa, galactosidasa, fucocidasa, xilosidasa, glucoronidasa y N-
acetil-D-galactosaminidasa, para generar la alteracion de la mucosa y aumentar
su afinidad por las proteasas y otras sustancias que la ameba secreta. (Trejos
Suérez & Castafio Osorio, 2009)

Una proteina de adherencia muy importante de este parasito es adhesina
EhADH112, se le relaciona directamente con el digerir a aquellas células que
han sido fagocitada por el parasito, por tanto, es una de las proteinas mas im-
portante del mecanismo infectante de la E. histolytica. Otras proteinas que se le
atribuye a la adhesina las células huésped es la proteina de membrana L220 y
las llamadas proteinas ricas en Serina (SREHP) (Trejos Suarez & Castafio
Osorio, 2009)
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Formacién de poros en la membrana de la célula huésped.

Otra de las proteinas mas importantes que la E. histolytica usa para llevar a cabo
Su mecanismo patogénico, son las proteinas solubles llamadas amebaporos,
proteinas que son capaces de formar poros sobre la membrana de las células
huésped y por tanto alterar la permeabilidad de las células huésped provocan-
doles finalmente lisis celular. Otras proteinas que se le atribuye la formacion de

poros en las células huésped es la Hemolisina Il y Fosfolipasa A.

Proteinas que degradan la matriz de la extracelular del huésped.

Las proteasas de cisteinas, son enzimas solubles que la parasito secreta y tienen
la capacidad de destruir los tejidos. Esto se debe a que tienden la capacidad de
degradar los componentes de la membrana celular como la fibronectina, laminina
y colageno, entre otros. Ademas de los efectos anteriores, estas proteinas son
capaces también de degradar otras proteinas como la IgG e IgA. (Trejos Suérez
& Castano Osorio, 2009)
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METODOLOGIA

Materiales y equipos
e 1 Vaso precipitado 40ml|
e Vaso precipitado 5ml
e 1 probeta graduada 10ml
e 1 probeta graduada 25ml
e 2 viales con tapas.
e 1 embudo de decantacion 50ml
e 1 soporte universal con anillo
e 1 piceta
e Tubos conicos Milipore 50ml
e Balanza analitica (Derment Instrument M _220)
e Agitador magnético (Dylastir Stirrer)
e Centrifuga (Moledo: VWR Clinical 50)
e Liofilizador (Modelo: Freeze Dry System/Freezone 4.5 LABCONCO)

e Micropipetas 100-1000 microlitros (Marca Thermo Scientific; modelos
KH16016 y EHO7068 4500)

e Homogeneizador (Politron PT 1600 E)
e Vortex (Thermolyne Type 167000 Mixer)

e Rotoevaporador.
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Reactivos.

PLGA 50:50 (Marca Sigma-Aldrich, Mw 24,000 — 38,000)

Acetato de Etilo (Marca EM Sciece, Fw 88.11)

Poli vinilico alcohol (Marca Aldrich Chemistry Mw 31,000)
Agua grado MiliQ

Manitol (Marca Sigma Fw 182.2)
Anh. DMF (N, N Dimetilformamida) (Marca Riedel-de Haen PM 73.06)
5(6)-carboxitetrametilrodamina (Marca Fluka Anylical)
Diciclohexilcorbodiimida (Marca Aldrich Fw 206.33)
4,4-dimetilaminopridina (Marca Aldrich Fw 122.17)

Metanol (Marca Sigma Aldrich al 99.8% pureza)

Diclorometano (Marca Mallinckrodt Fw 84.93)
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1. PREPARACION DE NPS DE PLGA 50:50

(Alcala Alcala , Urban Morlan , Aguilar Rosas , & Quintanar Guerrero, 2013)

1.1 Obtencién de fase organica y acuosa.

Para preparar NPs de PLGA50:50 primeramente, se llevo a cabo una mezcla de
1:2 de acetato de etilo y agua grado MiliQ, 4mly 8ml respectivamente en embudo
de separacion 30ml sostenido por un soporte universal y pinza. Se agité manual-
mente cada 4 minutos por 10 segundos en 5 ocasiones, dejando reposar en el
intervalo de cada agitacion. Se observé en todo momento la formacién de dos
fases. Posterior a la Ultima agitacion, reposé por 5 a 10 minutos hasta que se
observo dos fases completamente separadas. Por dltimo, en dos viales previa-
mente lavadas, fueron separadas las fases y tapando, para evitar evaporacion

de las fases, en especial la organica

1.2 Preparacion del poli vinil alcohol al 5% (PVA)

5 mililitros exactos de la fase acuosa, se agregd en un vaso de precipitado de
40ml y posterior 250mg de alcohol poli vinilico, con una barra de agitacién mag-
nética se agitdé constantemente hasta obtener una disolucién completa (entre 30
a 60 minutos aproximadamente) para obtener una concentracion del 5. Al tener
una disolucion completa, se llevo al homogeneizador a 5,000 rpm inicialmente.

Mientras este paso continud, se procedi6 a preparar la fase acuosa con el PLGA.
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1.3 Fase organicay la emulsion para preparar NPs-PLGA.

50mg se pes6 de PLGA y fue agregado en un vaso de precipitado de 5ml e
inmediatamente se agrego sobre el los 2.5ml de la fase organica, disolviéndolo
manualmente con un agitador de vidrio, con la mayor rapidez posible para evitar
la evaporacion del solvente. Teniendo disuelto completamente PLGA, se proce-
di6 a llevar a cabo la emulsion. La fase acuosa que previamente estaba en 5,000
rpm en el homogenizador, se aument6 a 11,000 rpm, e inmediatamente se
agrego6 gota a gota la fase organica de forma lenta. Al terminar de agregar toda
la fase orgéanica, inicié un conteo de 10 minutos. Pasado este tiempo fue agre-
gado medianamente rapido 20 ml de agua grado MiliQ, donde se conservé en
todo momento la misma velocidad de agitacion (rpm), se dejé emulsionando 10
minutos mas. Cuando finaliz6 estos 10 minutos, la muestra repos6 por 30 minu-

tos hasta que descendi6 toda la espuma generada durante la emulsion.

Foto 1A. incorporacion gota a Foto 1B. Emulsién a 11,000

la fase orgénica sobre la acuosa. rpm.
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1.4. Eliminacion del solvente.

Antes de proceder a eliminar el solvente, se tomo 2 alicuotas 1ml cada una afo-
rada a 10 ml con agua MiliQ y se llevé a cabo la lectura de tamafios de nanopar-

ticulas. La lectura se ejecutd 3 veces para cada aforo.

Cuando descendié por completo la espuma generada durante la emulsién
(Foto 1) transcurrido los 30 minutos de reposo, con un agitador magnético (Dy-
lastir Stirrer) se agité de manera constante a temperatura ambiente a una velo-

cidad 1 del agitador por 3 horas. Con esto, se eliminé el solvente.

Se midié el volumen inicial de la muestra y pasado las 3 horas de agitaciones
fue medido nuevamente. Con la finalidad de calcular una diferencia de volumen
y corroborar que efectivamente se eliminé el solvente. Otro dato importante que
se tomo en cuenta fue el olor del acetato de etilo, donde al inicio de la agitacién
tenia olor penetrante y al finalizar las 3 horas, no se alcanzé a percibir el olor de

éste.
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Foto 2. Muestra en reposo para el descenso de la espuma generada durante la

emulsion.

1.5 Purificacion por centrifugacion.

Antes de purificar la muestra, se tomo una alicuota de 1ml, aforado a 10ml con

agua MiliQ para leer tamafios de NPs. Se ejecuto 3 lecturas con el mismo aforo.

Posterior a haber eliminado el solvente, la muestra se centrifugd para su purifi-
cacion (centrifuga modelo: VWR Clinical 50) a 10,000 rpm por 15 minutos a 20°C.
El sobrenadante se decantd y el precipitado fue resuspendido en un volumen de
agua MiliQ igual al volumen inicial de forma manual y el resto del precipitado que
no se resuspendid, se termind de resuspender con el vortex (Thermolyne Type
167000 Mixer). La muestra resuspendida se volvié a centrifugar con los mismos
pardmetros, un total de 3 repeticiones, con el Gltimo, se consideré una muestra
purificada. Finalmente, fue extraido una alicuota de 1ml aforado a 10ml con agua

MiliQ y se leyo tamafios de NPs en 3 repeticiones.
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1.6 Adicién de manitol como crioprotector y liofilizacion

A la muestra purificada se afiadié 10mg de manitol por cada ml, se mezclo cui-

dadosamente hasta homogenizar y por ultimo se congel6 a -4 °C

La muestra al quedarse completamente congelado, se liofilizo a -48 °C por 48
horas. (Foto 3)

Foto 3. Muestra montada en el Liofilizador

Modelo Freeze Dry System/Freezone 4.5
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2. UNION COVALENTE DE ISOTIACIANATO DE TETRAMETILRODAMINA
(TMRMNA) CON EL POLIMERO PLGA (Costantino , y otros, 2005)

2.1 Metodologia de union.

En un matraz bola de 5ml se agregé 3ml de N, N-dimetilformamida y 200mg,
posterior, con un agitador magnético (Dylastir Stirrer) se agité a un nivel 1 de
manera continua; enseguida se adicion6 17.2mg de 5(6)-carboxitetrametilroda-
mina (TMRMNA) junto con 8.2mg de diciclohexilcarbodiimida. La muestra se
agité a nivel 1, de manera continua por 18 horas con matraz sellado con tapén

septum.

2.2 Purificacion y recuperacion por el método disolucion/precipitacion

Posterior a 18 horas, el producto se recupero y purificd por el método de disolu-
cién/precipitacion empleando diclorometano y metanol respectivamente. Pero

antes, se traslado la muestra a un matraz de 100ml.

Una vez listo el traslado de matraz, este fue sellado nuevamente con tapon sep-
tum. (Se mantuvo en todo momento sellado con septum, se abrié Unicamente
cuando realiz6 cambio de matraz) enseguida con jeringa de 10ml con aguja se
inyecté 20ml de metanol de manera lenta y continua (1 minuto aproximadamente
de duracion) Terminado de agregar los 20ml, se observo rapidamente precipi-

tado. Se dejé reposar por 30 minutos.

Trascurrido 30 minutos de reposo, se descart6 el sobrenadante por decantacion,
enseguida se agreg6 3ml de diclorometano y con agitacion manual moderada se
resuspendio hasta lograr una disolucion completa. Teniendo resuspendida nue-
vamente la muestra, se procedio a agregar nuevamente 20 ml de metanol de la

misma manera, dejando reposar otros 30 minutos. Se descartdé nuevamente el
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sobrenadante por decantacién y fue adicionado por segunda vez 3ml de dicloro-
metano, hasta lograr nuevo una disolucién completa. Por tercera vez se adiciono
metanol, pero en esta ultimo, solo s adiciondé 15ml, repitiendo mismos pasos.
(Foto 4A y B)

Posterior a la tltima decantacion de metanol, se agregé 1ml de diclorometano y
este volumen fue nuevamente trasladado en un matraz bola de 5ml. Este sol-
vente se elimind por rotoevaporacion con 60rpm a 45 grados centigrados por 30

minutos.

El producto final fue recuperado manualmente por raspado y finalmente se peso6

para calcular el rendimiento, obteniendo el 53% de rendimiento neto.

Foto 4A. Foto 4B.

Foto 4A, muestra en disolucién de metanol y Foto 4B, muestra precipitada
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3. Preparacion de NPs PLGA-(TMRMNA-PLGA) 80/20

Para la preparacion de PLGA etiquetado con 5(6)-carboxitetrametilrodamina y
polimero puro, el método que se empleo fue exactamente igual al empleado para
la preparacion de las NPs-PLGA. La unica modificacion fue en las proporciones
de cada polimero. Se us6 una proporciéon del 20% del polimero etiquetado con
TMRMNA y 80% del polimero puro.

Para esta preparacion en 5ml de la fase acuosa se agreg6 250mg de PVA y con
el agitador magnético se disolvié, cuando el PVA se disolvié por completo, en
2.5ml de fase organica se adiciono 10mg de PLGA-TMRMNA y 40 de PLGA de
manera simultaneamente hasta disolverlos completamente. Posterior se inicio la
emulsién de ambas fases de manera idéntica al procedimiento de preparacion

de las NPs-PLGA de manera idéntica.

\\

-
N

o

Foto 5A. NPs-PLGA-TMRMNA Foto 5B. Sobrenadante de

precipitada. NPs-PLGA-TMRMNA
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DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados que se discutirdn, son el resultado de un total 13 muestras de
preparacion de NPs lo largo de la realizacidon del presente trabajo, esto debido

a la limitacion de reactivos disponibles, principalmente PLGA 50/50 y TMRMNA.

Por razon anterior, se decidié modificar y establecer cantidades de cada reactivo
que se empled en cada una de las preparaciones realizadas. Para la modifica-
cion, se tomo en cuenta el reactivo mas limitante y mas importante, el PLGA
50/50, donde la reaccion (Rxn) en la que se baso las preparaciones, indicaba
400mg de polimero, pero no fue posible emplear tan elevada cantidad debido al
poco que se disponia, por ello se decidié usar una 1/8 parte de la Rxn de refe-
rencia, dando como resultado el pesado de 50mg de PLGA 50/50, el uso de 5ml

de la fase acuosa y 2.5ml de la fase organica.

Fue dificil en las primeras Rxns llevar a cabo preparaciones de NPs empleando
cantidades relativamente pequefias en comparacion con el de referencia y por
no disponer de materiales que se adaptaran a las nuevas concentraciones. Pero
conforme se fue realizando cada Rxn, se pudo estandarizar y manipular adecua-

damente todos pasos que conllevo la preparacion.

Antes de hablar de resultados obtenidos, es importante primero discutir los re-
sultados del método de preparacion empleado para las NPs y el etiquetado del
polimero con TMRMNA.
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1. EFICACIA E INCONVENIENTE EN EL PROCESO DE PREPARACION.

1.1 Obtencién de fase organica y acuosa.

Fue la etapa méas simple, de produccion de NPs-PLGA. En esta etapa lo impor-
tante que se cuido fue de exponer el minimo de tiempo al solvente en medio
ambiente antes de incorporarlo en embudo de separacion, ya que, al ser sol-
vente, este rapidamente se evapora y es importante tener la proporcion ade-
cuada para las fases. Por otro lado, al momento de que fue mezclado las dos
soluciones, el agua se agrego sobre el acetato de etilo, ya que el agua al ser de
mayor densidad, al caer este sobre el solvente, tendera a suspenderse al fondo
mientras que el acetato de etilo tendera ir hacia arriba, esto debido por las dife-
rencias de densidades. Esto es de gran ayuda porque al haber cruzamiento entre
ambas soluciones, estos empezaran a saturarse apoyados con las agitaciones.
La solucion fue sometida a agitaciones en los 20 minutos para lograr la satura-

cion de las fases.

Una vez que pasaron los 20 minutos, ambas fases fueron separadas con mucha
delicadeza y guardadas en viales con tapa, con el fin de evitar que se evaporara
el solvente, ademas de disminuir el riesgo de contaminacion que se pudo gene-

rar con cualesquiera particulas del ambiente.
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1.2. Preparacion de poli vinil alcohol al 5% p/v (PVA 5%p/v)

Fue llevado a cabo una vez que se tuvo la fase acuosa y para esta preparacion
se empleo el PVA de Mw 31,000. Este al no ser soluble en agua, pero al estar
saturado la fase acuosa con el solvente, esta fase permitié que se pudiera disol-
ver, aunque el tiempo que se requiridé para una disolucion completa de 250mg
de PVA en 5ml de la fase acuosa tomo6 entre 30 a 40 minutos a una agitacion
por magnetismo moderada constante y es importante no detener el proceso an-
tes de tiempo, porque se corre el riesgo de una disolucion incompleta y por tanto
tener efecto negativo al momento de la emulsién y por ende la calidad de NPs
que se generen. En todo momento se cuidé de que no cayeran particulas del

ambiente dentro de la muestra.

Se ha observado que mientras mayor sea la concentracion de los estabilizantes,
en este caso PVA, los tamafios de las NPs tienden a disminuir y por debajo con-
centraciéon del 10% de PVA, el tamafio tiende a aumentar. (F. Rocha Formiga,
Sf).

1.3Preparacién de fase organica con PLGA.

El PLGA antes de su emulsién, fue disuelto en 2.5ml de fase organica, el pro-
blema presentado en esta etapa es; la fase organica estd compuesta principal-
mente por acetato de etilo, por tanto, al momento de agregar y agitar para la
disolucion del polimero, el solvente rapidamente empez6 a evaporarse y esto se
evidencio mucho mas rapido debido al poco volumen con que se estaba traba-
jando, por ello, en este paso fue crucial la rapidez pero cuidando siempre lograr
una disolucion completa. Fuera de esto, no hubo mas inconveniente con esta

etapa.
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1.4 La emulsién.

Etapa donde se tuvo poco més de dificultad en las primeras dos muestras, de-
bido a que no se contaba con vaso de precipitado con forma fisica adecuada
para la emulsion, se requeria de un vaso con capacidad minima de 30ml, el cual
se tenia al alcance, pero al momento de la emulsién, la muestra aumentaba su
volumen y por tanto el volumen de 30ml no era suficiente, se tuvo que cambiar
a un vaso de 50ml, pero en este era demasiado angosto y el volumen tan pe-
qguefio inicialmente, no permitia que la punta del homogeneizador abarcara toda
la muestra (Imagen 22). Para solucionar problema, manualmente se inclinaba el
vaso hacia un lado para aumentar el volumen en uno de los lados, de esta ma-
nera el homogeneizador pudo ir més profundo y emulsionar adecuadamente la
muestra. Se intentd con un vaso de 80ml, pero fue casi imposible, aun inclinan-
dolo. Se estuvo emulsionando con vaso de 50ml, cuidando siempre inclinar la

muestra al inicio de la emulsion.

Imagen 22. Representacion grafica de dos vasos de precipitado de mismo

volumen, pero distinta forma fisica.
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1.5 Eliminacién de solvente.

De todas las etapas de preparacion de NPs, la parte que mayormente presento
inconveniente, fue precisamente la eliminacion del solvente. El trabajo de refe-
rencia, indicaba la eliminacién de este mediante aplicacion de vacio con un roto-
evaporador a 30 °C por 90rpm, donde en las primeras dos reacciones se intentd
esta técnica y con estos parametros, pero no se logré eliminar en absoluto el
solvente, por tanto se opté por aumentar a 45 °C y con este cambio, finalmente
se elimin6é adecuadamente el solvente. Pero al ser una temperatura elevada y al
tratarse de polimeros sensibles a cambios de temperatura, hubo la necesidad de
buscar alternativas para el inconveniente. Se revisaron algunos otros métodos
de eliminacion, se encontrg la eliminacion por medio de agitacion a temperatura
ambiente, el cual se probd y después de 3 horas, el solvente fue eliminado por
completo. Las NPs no sufrieron cambio tamafios ni PDI, por ello se opt6 usar
este método alternativo en todas las siguientes preparaciones. Al finalizar el pre-
sente trabajo, no se presentd ningun inconveniente en los resultados finales al

cambiar el método original de eliminacién.

1.6 Purificacién por centrifugacion.

Para la purificacion de las muestras, en el trabajo de referencia indicaba centri-
fugar a 20,000 rpm por 20minutos las muestras. Lo cual en la primera purificacion
se llevo a cabo, los resultados no fueron buenos, efectivamente hubo precipita-
cion, pero este se adheria y se solidificaba fuertemente al fondo del tubo milipore
al intentar una resuspension, no fue posible lograr una resuspension homogé-
nea, la muestra quedaba con particulas solidas insolubles. Por esta razon se
tuvo la necesidad cambiar los parametros de centrifugacion, después de probar
con diferentes tiempos y velocidades, el que dio mejor resultado fue a los 10,000
rpm por 15 minutos. Aunque con estos nuevos parametros, el sobrenadante que-

daba mas turbio, lo que significaba que gran cantidad de nanoparticulas no se
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precipitaron traduciéndose a pérdidas de rendimiento de la preparacion, pero no
fue posible aumentar mas la rpm porque se destruian las NPs precipitadas.

1.7Adicion de manitol y el proceso de liofilizacion.

No se tuvo inconveniente alguno para la adicion de manitol en las muestras.
Existen varias opciones de sustancias con actividades crioprotectoras como el
PEG vy la treolasa que estan siendo usadas, se tenia al alcance manitol y por
tanto fue el que se empled. Cabe recalcar que solo se probd con el 10% de
manitol y no con otros porcentajes. Seria interesante probar con diferentes con-
centraciones para determinar cuél seria la mejor propuesta, aunque él % em-
pleado dio resultados muy acordes al que se esperaba. A excepcion cuando las
NPs, fueron etiquetadas con TMRMNA. Quizas aqui lo interesante seria probar
con diferentes concentraciones para descartar que la concentracion de manitol

afecta o favorece el tamafio NPs liofilizadas con él.
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1.8 Etiquetado de TRMRMNA a PLGA

Para poder llevar a cabo la preparacion de NPs-PLGA-TRMRMNA, fue necesario
primero etiquetar al polimero con una reaccion independiente, reaccioén que solo
se llevo a cabo una unica vez, debido la limitada disponibilidad de reactivos, en
especial TRMRMNA, donde solo se contaba con 100mg vy la reaccion de refe-
rencia se requeria de 86mg, por tanto no era posible usar todo lo que se disponia
con el riesgo que la reaccion no resultara, por ello al igual que la preparacion de
NPs-PLGA, las concentraciones para esta reaccion se tuvo que modificar a las
minimas concentraciones posibles a trabajar, optando finalmente por 1/5 parte
de la reaccion de referencia, con el fin de tener la oportunidad de replicar la reac-

cién, en dado caso que fuese necesario.

Esta primera y Unica reaccion realizado para el etiquetado con TMRMNA, se
obtuvo muy buenos resultados teniendo en cuenta que al no considerar y no
estar preparados en que la muestra requeria de traslado de su matraz bola de
5ml inicial a uno de 100ml para los lavados y posteriormente volver a trasladar
la muestra al matraz de 5ml para la eliminacién de solvente en el rotoevaporador,
esto implico perdidas de producto en cada cambio. Para el célculo de rendi-
miento se tomo en cuenta el peso real de 3 de los 6 reactivos que se requirieron
para la reaccion y estos 3 fueron 17.3mg de TMRMNA, 201.5mg de PLGA y 8.3
mg de diclorohexilcarbodiimida (DCC). Sumando un total de 227.1mg de reac-
tivo. Y el producto recuperado fue de 120mg. Con la regla de 3, se hizo el célculo
el cual dio como rendimiento un 52.84% de eficacia. Lo cual es un rendimiento

bastante aceptable.

Foto 6. NPs-PLGA etiquetadas

con TMRMNA
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2. EVALUACION DE LOS RESULTADOS DE CARACTERIZACION DE NPs

Para poder realizar un analisis con mas profundidad, el tamafio, PDI y desviacion
estandar de las NPs se compard entre el registrado cuando estaban ain en me-
dio acuoso con presencia del solvente, cuando se ha eliminado este, cuando se
ha purificado y por ultimo los resultados obtenidos cuando las NPs se han liofili-
zado. Se hace el andlisis de esta manera, con el fin de evaluar la estabilidad y
calidad de NPs elaboradas y de esta manera poder concluir con mayor certeza

si son viables o no para emplearlas como vectores

2.1 Tamafio de NPs con y sin solvente, post-purificacion frente a las liofili-

zadas.

En la Tabla 6 se ordenaron los resultados obtenidos a partir de promedios de
todas las lecturas realizadas desde la preparacién hasta la liofilizacion. En la
primera fila cuando aun no habia retiraba el solvente, en la segunda cuando ya
se la ha retirado. En la tercera fila se coloraron los resultados cuando obtenidos
cuando la muestra habia sido purificada. Y en las ultimas dos filas se registraron
los resultados que arrojaron aquellas muestras que fueron sometidas al proceso
de liofilizacion con la presencia de manitol como crioprotector y sin la presencia

de este.
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Con solvente Purificadas Liofilizado SM |
NUMERO DE RXN Nm  PDI Nm  PDI Nm PDI Nm PDI Nm  PDI
203| 0,081 216 0,112 NO APLICA 257 0,2
2241 0,106| 248 0,178 270[ 0,175 NOAPLICA 375 0,36
206| 0,126] 225| 0,064 NOAPLICA 384 0,386
231| 0,111 244 04177] 252 0,142 NOAPLICA 352| 0,306
209 0,073 206 0,069 219 0,003] NOAPLCA 376| 0,404
Rxn006 PLGA50/50 C/MANITOL 209| 0,073] 206/ 0,069 219| 0,003 244) 0,075 NOAPLICA
Rxn008 PLGA50/50 C/MANITOL 212| 0,117 229] 0,147| 240[ 0,122 248| 0,142 NOAPLICA
240| 0,143 251( 0,088 NO LIOFILIZADO
PROMEDIO 218(0,101| 222(0,125|239|0,085| 246 0.108

Tabla 6. Promedios de lecturas realizados para cada reaccion y un promedio

final para todas las Rxns. CM: Con Manitol. SM: Sin Manitol

Como se puede apreciar en los resultados concentrados en la Tabla 6, los tama-

fos de las NPs significativamente aumentaron conformen pasaron por los dife-

rentes procesos hasta su liofilizacién. EI cambio de tamafio entre la etapa con

solvente y sin solvente, en casi todos los promedios de cada reaccion, se regis-

traron un ligero aumento, y una reaccién (Rxn 006) el tamafio disminuyé 3nm,

algo casi insignificante, pero importante tomar en cuenta, ya que al ser un cambio

tan pequefio, se podria decir que el proceso no afecté a Las NPs. Para una mejor

apreciacion de estos resultados, en la Gréfica 1, se comparan los datos en las

diferentes fases.
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Grafica 1. Comparacion de tamafio de las nanoparticulas en presencia de ace-
tato de etilo como solvente, sin la presencia de este y cuando han sido purifica-
das las NPs-PLGA.
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SIN SOLVENTE: Nm = 226.2 PDI = 0.094 Desviacién estandar = 84.89nm
PURIFICADA: Nm =223.8 PDI =0.113 Desviacién estandar = 85. 05nm

2.2 Cambio en tamafo de NPs-PLGA con solvente y la purificada en medio

acuoso.

En referencia a tamafios registrados al inicio, es decir cuando aun estaba la
muestra en solvente comparado con los tamafios registrados después de la pu-
rificacion, en el 100% de las reacciones hubo un aumento significativo de tamafio
gue van desde 10nm a 46nm. Se calcul6 el promedio de la diferencia que regis-
traron las reacciones, nos arrojo 22nm de variacion, este valor practicamente lo
podemos interpretar como NPs son estables y que sus tamafios se conservan a

pesar de los diferentes procesos que se someten hasta la purificacion. Los cam-
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bios minimos que generan probablemente se le atribuye a que algunas NPs pue-
den llegar a aglomerarse durante los procesos de purificacion, pero de una ma-

nera muy discreta.

2.3 Cambio de tamafio de NPs-PLGA purificadas en medio acuoso y las

post-liofilizadas con y sin manitol.

Para analisis mas adecuado de estos cambios, en la Tabla 7, se concentraron
los cambios presentados.

Purificadas | Liofilizado SM| %AUMENTO
NUMERO DE RXN Nm |PDI Nm |PDI Nm |PDI

270 0,175| 375 036 38| 102
225 0,064| 384 0,386 70| 500
252| 0,142| 352 0,306 39| 115
219| 0,003 376 0,404, 71|13366

Tabla 7. Relacion de cambios de tamafio y PDI en NPs-PLGA con respecto a
los valores obtenidos en la etapa de purificacion y los obtenidos después de la

liofilizacion sin crioprotector.

Con manitol.

Dos de las reacciones que se elaboraron y llegaron a la etapa de liofilizacion en
los cuales, al finalizar su purificacion, se les agrego manitol en un 10% fueron
solo dos de todas reacciones. Pero con estas dos muestras, se obtuvieron resul-
tados muy buenos. ElI cambio fue minimo, en la Rxn 006 de 219nm, paso a
244nm, con una diferencia de tan solo 25nm y en la rxn008 de 240nm a 248nm.
Estos cambios, realmente no son cambios significativos y por tanto nos permite
concluir que el manitol al agregarse a una proporcion del 10% en base al volu-

men liofilizado, resulta ser un excelente crioprotector.
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Gréfica 2. Relacion de cambios en tamafo, PDI y desviacién estandar cuando
las NPs se encontraban en las diferentes fases de produccion y cuando fueron

liofilizadas con la presencia de manitol como crioprotector.
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Sin manitol

Como se puede observar en la Tabla7, las muestras que liofilizaron en sin la
presencia de un crioprotector, en este caso el manitol, en relacion a los tamafios,
aumentaron significativamente y respectivo PDI de una manera descontrolada.
Estos resultados obtenidos nos dicen que las NPs-PLGA no soportan el proceso
de liofilizacion y por tanto, tienden a aglomerarse en tamafios muy pero variados,
que es lo que nos indica el cambio de los PDI que presentaron. Aunque los ta-
mafos promedios, sean viables para su empleo como sistemas de encapsula-
miento de farmaco, por su PDI dejan de serlos, ya que tamafios muy variados,
no podria permitir un buen encapsulamiento, cargado o funcionalizacién como lo

seria en el caso de un anticuerpo, si este fuera el que se le funcionalizaron. Para
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gue un sistema sea viable, es necesario que tanto el tamafio y el PDI se encuen-
tren dentro de los rangos aceptables y este caso no fue asi. Por ello es necesaria

la presencia de un crioprotector, antes del proceso de liofilizacion.

Gréfica 3. Relacion del cambio de tamafio, PDI y de desviacion estandar que
sufrieron las NPs cuando estaban en la fase purificada y después de haber sido

liofilizadas en presencia y ausencia de manitol.
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Purificado Nm =218.3 PDI = 0.050 Desviacion estandar = 59.16nm
Liofilizado con manitol al 10% Nm =241.6 PDI = 0.072 Desviacién estandar = 77.32nm
Liofilizado sin manitol Nm = 375 PDI = 0.360 Desviacién estandar = 232.6nm

En los histogramas 1, 2 y 3, ce encuentran graficados los mismos datos que se
encuentra en la grafica anterior, para apreciar mejor es el proceso de liofilizacién
afecta drasticamente el tamafio, PDI y desviacion estandar de las NPs cuando

estas estan sin la presencia de un crioprotector.
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2.4 Cambio de tamafo de NPs-PLGA-TMRMNA en presencia de solvente y
sin solvente (purificadas)

Las NPs que se etiquetaron con TMRMNA no sufrieron cambios significativos en
relacion a los procesos de purificacion. La variacion de tamafio fue muy similar
como cuando se evalud con las NPs-PLGA. Como se puede observar en la
Tabla 8. Esto nos permite comprender que la forma y tamafio de nanoparticulas
no se ve afectada porque se haya empleado una proporciéon del polimero previa-
mente etiquetado TRMRNA, esto nos permite esperar; si estas nanoparticulas
son empleadas para el cargado de un farmaco directo, se podria esperar tama-

flos muy similares a las que se obtuvieron en el presente trabajo.

CON SOLVENTE| SIN'SOLVENTE | PURIFICADAS LIOFILIZADA SM
NUMERO DE RXN Nm |PDI Nm |PDI Nm |PDI Nm [PDI |[Nm ([PDI
214 0,084 210 0,07 253| 0,138 3771 0,379
Rxn007 PLGA-TMRMNA 80/20 C/MANITOL 207 0,072 210 0,202] 229 0,095 560| 0,563
239] 0,151 242 0,115 NO LIOFILIZADO
205| 0,072 206 0,076 274 0,222 NO LIOFILIZADO
PROMEDIO 216(0,095(209(0,083(250(0,143

Tabla 8. Resultados de las lecturas que se le realizo a las NPs etiquetadas con
TMRMNA al 20% en relacion al polimero PLGA con el Z-sizer

2.5 Cambio de tamaio de NPs-PLGA-TMRMNA entre resultados obtenidos

de muestras purificadas y muestras liofilizadas con manitol y sin manitol.

Definitivamente las NPs-PLGA-TMRMNA no se comportaron igual que las NPs-
PLGA. En este experimento, cuando se liofilizaron sin la presencia del criopro-
tector, el proceso de liofilizaciéon tuvo un efecto directamente negativo sobre

ellas, el resultado final fueron NPs con el 49% de aumento de tamafios y con un
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179% més grande en PDI. (Tabla 9). Estas NPs durante el proceso de liofiliza-
cién se aglomeraron en formando nuevas NPs de tamafio totalmente disperso.
Se intent6 solucionar este problema el adicionar manitol a la muestra, pero el
resultado final fue peor, lejos de conservar los tamarfios y el PDI, estos se dispa-
raron mas del 116% y 492% respectivamente. Los resultados obtenidos estan
totalmente descartados para ser emplearlos como vectores. Aunque técnica-
mente el tamafio se encuentre aun en escalas manomeétricas, pero los tamarfos
resultantes se encuentran fuera de los valores que actualmente se esta conside-

rando como sistemas nanométricos.

PURIFICADAS LIOFILIZADA SM
NUMERO DE RXN Nm PDI Nm PDI Nm PDI
253 0,138 3771 0,379
Rxn007 PLGA-TMRMNA 80/20 C/MANITOL 229| 0,095 560| 0,563
242| 0,115 NO LIOFILIZADO
274 0,222 NO LIOFILIZADO
PROMEDIO 250| 0,143

Tabla 9. Cambio que sufrieron las NPs etiquetas con TMRMNA cuando fueron

liofilizadas en presencia y ausencia de manitol.

2.6 Tamafio de NPs-PLGA con respecto a las NPs-PLGA-TMRMNA hasta
antes del proceso de liofilizacién.

Sin considerar hasta la etapa de liofilizacién y solo comparando los tamafios y
PDI de las nanoparticulas obtenidas desde antes de eliminar el solvente y hasta
después de la purificacion, se puede apreciar con los promedios finales calcula-
dos en los resultados de NPs-PLGA y NPs-PLGA-TMRMNA (Tabla 10 y Grafica
4), la variacion practicamente no es de importancia. Por tanto, se puede concluir
que, empleando el mismo método de preparacion y de purificacion, el tamafio y

calidad del producto final no se ve afectada.
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Con solvente :
NUMERO DE RXN Nm  PDI Nm  PDI Nm PDI

Rxn002 PLGA50/50 S/MANITOL 203 0081 216 0,112
Rxn003 PLGA50/50 S/MANITOL 224| 0,206 248 0,178 270 0,175
Rxn004 PLGA50/50 S/MANITOL 206| 0,126 225 0,064
Rxn005 PLGA50/50 S/MANITOL 231 o111 244 0,177 252| 0,142
Rxn006 PLGA 50/50 S/MANITOL 209 0,073 206| 0,069 219 0,003
Rxn006 PLGA50/50 C/MANITOL 209 0,073 206 0,069 219 0,003
Rxn008 PLGA50/50 C/MANITOL 212| 0,17 229 0,147 240 0,122
Rxn011 PLGA50/50 S/MANITOL 240 0,143 251| 0,088
PROMEDIO 218(0,101| 222(0,125|239| 0,085
Rxn001 PLGA-TMRMNA 80/20S/MANITO] 214 0,084 210 0,07| 253 0,138
Rxn007 PLGA-TMRIMNA 80/20 c/MANITO| 207 0,072 210 0,202 229] 0,095
Rxn012 PLGA-TMRMNA 80/20 C/MANITO 239 0,151 242 0,115
Rxn013 PLGA-TMRNMNA 80/20 c/MANITO| 205 0,072 206] o0,076] 274] 0,222
PROMEDIO 216(0,095( 209 0,083(250(| 0,143

Tabla 10. Promedio de las medidas registradas en las NPs-PLGA y las NPs-
PLGA etiquetadas con TMRMNA.

Grafica 4. Comparacion en tamafio, PDI y desviacion estandar de las NPs-PLGA

y las que se etiquetaron con TMRMNA.
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2.7 Tamafo de NPs residuales en los sobrenadantes durante el proceso de

purificacion. (Centrifugacion)

En la Tabla 11 se muestran el diametro (nm) de nanoparticulas que no precipi-
taron durante las diferentes rpm y tiempo al que fueron sometidas, como se al-
canza a ver, no hay alguna relacién entre los resultados. Uno de los factores y
mas importante que pudo haber desviado los datos reales que pudieron haber
arrojado este experimento fue; las lecturas de los sobrenadantes fueron basadas
de una misma muestra, en cada ciclo, solo se estuvo modificando el tiempo y la
velocidad. Por lo tanto, aun asi, los resultados tuvieran alguna relacién, no serian

confiables.

Con los resultados obtenidos, no es suficiente para llevar cabo un analisis pro-
fundo y mucho menos poder plantear una hipotesis de lo que sucede, pero se
podria sospechar que a mayor rpm y a mayor tiempo, las NPs de mayor peso
molecular serian las que se precipiten primero y posteriormente las de menor
peso molecular. Este tipo de pruebas seria de gran ayuda si se lleva a cabo un
experimento mucho mejor estructurado con diferentes muestras para poder pre-
decir los tamafos resultantes del precipitado en las diferentes variaciones de
tiempo y velocidad de centrifugacién, con el proposito de lograr desde la etapa

de purificacion controlar el tamafio de NPs que son precipitadas.
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Revoluciones Tiempo (min) | Diametro (nm) | Polidispersidad
aplicadas (rpm) (PDI)
10,000 10 205 0.096
10,000 15 183 0.123
10,000 15 156 0.098
10,000 15 180 0.011
10,000 30 316 0.416
10,000 30 309 0.450
15,000 15 170 0,061
20,000 20 200 0,098

Tabla 11. Medida (nm) de NPs en el sobrenadante durante la etapa de purifica-

cion en diferentes cambios de rpm y tiempo de centrifugacion.

A diferencia de la tabla anterior, en la Tabla 12 se muestran los resultados obte-
nidos cuando a 5 muestras diferentes fueron centrifugada una primera y segunda
vez donde se ley6 el tamafo de los sobrenadantes. Podemos apreciar que los
tamafos y el PDI disminuyen conforme al primer y segunda centrifugacion. Esto
nos puede ser de utilidad en un futuro, si se planea un plan experimental mucho
mas elaborada como ya se mencioné para la tabla anterior y de esta manera se
podria por medio de la centrifugacién homogenizar mas los tamafios y disminuir
la desviacion estandar. Y basicamente esto influirhd de manera importante al mo-
mento de cargar anticuerpos que se pretender funcionalizar o el cargado de los
antiamibianos que se deseen llevar a cabo con las NPs, porque mientras mas
uniforme sean los tamafos, mas facil seria calcular la capacidad que pueden

tener las NPs para captar y funcionalizarse.
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Revolu- Tiempo | Precipitado | 1ler Sobre- | 2do sobrenadante
ciones (min) nadante
aplicadas
(rpm)

Nm | PDI Nm | PDI Nm PDI
10,000 15 242 |0.138 | 184 | 0.140 | 158 0.109
10,000 15 225 | 0.064 | 197 | 0.106 | 153 0.102
10,000 15 252 | 0.142 | 157 | 0.075 | 148 0.08
10,000 15 229 |0.095 | 190 | 0.100 | ---=---- | ==memmee-

TABLA 12. Resultado de 5 muestras diferentes en tamafio de NPs que no pre-

cipitaron en la primera y segunda centrifugacion de una misma muestra. A la

izquierda los precipitados y a la derecha de cada columna las NPs de cada

sobrenadante.

3. Porcentaje de rendimiento del método elaboracion de NPs

Para poder calcular y evaluar el porcentaje total de rendimiento del método de

elaboracion de NPs, fue necesario concentrar todos los datos en una sola tabla

(Tabla 13.) De esta manera, se pudo calcular el total de producto que se obtuvo

por el total de muestra (ml) liofilizados. Como referencia para el %, se tomo la

concentracion inicial de las muestras, es decir, para cada preparacion se requirié

50mg de PLGA, el cual fue preparado en 27.5ml, de este volumen, se eliminé los

2.5ml de solvente, por tanto, queda una concentracion tedrica de 50mg/25ml, es

decir 2mg/ml.

Con los célculos anteriores y con los datos obtenidos a partir de la Tabla 13, se

calculo el rendimiento final. Para ello se dividio los 135.2mg de producto total de

77 -



CAPITULO 4

todas las muestras entre el volumen total a partir del que se obtuvieron los pro-
ductos, 132ml (135.2mg/132ml) arrojando un rendimiento promedio final de
1.0242 mg/ml, En relacion al rendimiento expresado en porcentaje (%), primero
se calculo el % individual y después se obtuvo un promedio final, el cual fue de
54.41% de eficacia.

Tiempo Peso de . . .. .. q
Vol. (min) No. de Vial Vial CMLST Vial Rendimien|Rendimiento] observacio
(ml) JRPM lavado SMST(gr) (gr) CMSST(gr)| to (mg) % nes
15 min Sin
3 13 20 13,329 6,9 69 .
10000 manitol
15 min Sin
10 4 13 22 13 12,3 61,5 .
10000 manitol
15 min Sin
10 > ™ 4 13 23 13 9,1 a5,5>"
10000 manitol
15 min Sin
15{ > ™ 4 13 28 13 17,3 57,71>"
10000 manitol
15 min Con
10 3 13 24 13 9,8 49 .
10000 manitol
15 min Con
3 14 22 14 11 61 .
10000 manitol
15 min Con
15 3 13 28 14 16,3 54,3 .
10000 manitol
15 min Con
2 g™ 3 13 20 13 7,8 48,75 "
10000 manitol
15 min Con
15 3 14 28 14 15,5 51 .
10000 rodamina
15 min Con
15 3 13 28 13 17,9 59,6
10000 "“Irodamina
15 min Con
11.5 3 13 25 14 11,3 49,1 .
10000 rodamina
Con
15 min i
10 3 13 25 13|16.9 56,3|°92Min2
,sin
10000 manitol
Con
15 mi i
10 >™" 3 13 25 13173 57,6|70d42MiN2
,sin
10000 manitol.
total| 132 135,2 55,41

Tabla 13. Resultados de rendimiento obtenido en cada muestra liofilizado. Un

total de 132ml liofilizado repartido en 13 muestras distintas.
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4. Estabilidad de NPs.

Se han realizado estudios especificos con NPs elaboradas con PLAy PLGA. Los
resultados muestran que las NPs de PLGA 50:50 de bajo peso molecular, el mas
hidrofilico, se degradan in vitro aproximadamente en un mes, mientras que las
elaboradas con el polimero méas hidrofébico, D,L-PLA de gran peso molecular,
requerian 12 a 16 meses para su hidroélisis completa. Son humerosos los estu-
dios realizados para discutir el mecanismo de degradacion in vitro e in vivo de
PLA/PLGAy que ponen de manifiesto que la cinética de liberacion de la molécula
encapsulada depende principalmente de las propiedades fisicoquimicas del bio-

polimero ( Rosas & Pedraz, 2007)

No se realiz6 estudios experimentales muy elaborados para evaluar la estabili-
dad de las NPs elaboradas en el presente trabajo. Solo pruebas estimatorias. En
Las Tablas A a E, se muestran los resultados de lecturas de tamafio que se
realizaron a algunas de las muestras conservadas a temperatura ambiente y a
refrigeracioén a 4°C. La semana 0, se refiere en al dia en que se elaboraron y
purificaron las muestras. Para las Rxns de la Tabla D y E, la primera lectura se
realizé sin la presencia de manitol. Para la conservacion de la muestra, este se
dividié en 4 partes iguales, en dos de ellas se agregé manitol en un 10% y a las
otras 2 no. Una de las muestras con manitol y otro sin, se congelaron a y los
otros dos restantes se refrigeraron. Para la evaluacion de estabilidad, solo se le

realizo a las muestras que estuvieron refrigeradas.
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Tabla A
SEMANA 0 SEMANA 19 SEMANA 32
Temperatura ambiente Nm PDI Nm PDI Nm PDI
Rxn002 PLGA50/50 216 0,112 206 0,096 264 0,214
TABLA B
SEMANA 0O SEMANA 2
Temperatura ambiente |[Nm | PDI Nm |PDI
Rxn007PLGA-TMRMNA
80/20 229 0,095 250 10,211

Como se observa en la Tabla A y B, ambas muestras fueron almacenada a tem-
peratura ambiente, en la A, de 0 a la semana a la semana 19 las NPs se mantu-
vieron estables, sin cambios drasticos y para la semana 32, el tamafio aumento
un poco, pero aun encontrandose por debajo de los 300nm y su PDI si aumento
casi 2 veces de la inicial. Este aumento de PDI indica que las NPs se empezaron
a aglomerarse y a someterse al proceso de hidrolisis no enziméticos. Mientras
en la tabla B, sucedi6 practicamente la misma situacion. A diferencia de la A, el
cambio sucedi6 a las 2 semanas, pero estas NPs estaban etiquetadas con
TMRMNA. Muy probablemente este haya influido en este cambio en un tiempo

mas corto.

Foto.7 Muestras conservadas

a temperatura ambiente.



CAPITULO 4

TABLA C
SEMANA 0 SEMANA 10 SEMANA 17
A 4 grados Nm PDI Nm PDI Nm PDI
Rxn001 PLGA-TMRMNA 80/20 253 0,138 240 0,113 234 0,104

En la Tabla C se muestra la estabilidad de NPs etiquetadas con TMRMNA como
en la Tabla B, pero en este caso la conservacion se realiz6 en refrigeracion y se
aprecia, el cambio de la semana 0, semana 10 y semana 17, realmente los ta-
mafios se mantuvieron igual. A lo que nos permite decir que la muestra se man-
tiene estable hasta las 17 semanas y este tiempo de conservacién aun puede
prolongarse, si se siguen evaluando los tamafos en las siguientes semanas.

TABLA D
SEMANA 0 SEMANA 8
A 4 Grados. Nm PDI Nm PDI Nm PDI
Rxn011 PLGA-TMRMNA 80/20 240/0.143 262 0,141 267 0,163
TABLA E
SEMANA 0 SEMANA 8
A 4 Grados. Nm PDI Nm PDI Nm PDI
Rxn012 PLGA-TMRMNA 80/20 242 0,115 341 0,263 267 0,139

En las Tablas D y E, a diferencia de las anteriores, la estabilidad de las NPs se
evalu6 cuando estos fueron conservados en presencia y ausencia manitol. En la
D, observa que de la semana 0 a la 8, el tamafio aumento ligeramente, pero los
PDI se mantuvieron muy iguales, por tanto, al no registrarse tamafios muy gran-
des y PDI casi iguales, se puede considerar que las NPs en este caso, son es-

tables hasta las 8 semanas y el tiempo de estabilidad puede ser mayor, si se
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sigue evaluando en las siguientes semanas los tamafios. Ademas, con o sin pre-
sencia de manitol en el medio acuoso no afecta la estabilidad. En la ultima Tabla,
la E, se puede apreciar que hubo cambio significativo con la presencia de manitol
y sin la presencia de este la estabilidad se mantuvo. No necesariamente signifi-
qgue que el manitol haya influido en este cambio, ya que como se vio en la tabla
D, el manitol no influy6. Es importante mencionar que de las 10 lecturas de ta-
mafio que se les hizo a la muestra a la semana 8 de la Tabla D, 4 de estas
lecturas se encontraban alrededor de los 250nm y con PDI de entre 0.80 a 0.120,
pero al ser mayor las lecturas que resultaron mayor a los 300nm, el promedio de
341nm de la tabla, viene a partir de estos 6 datos, por tanto, pudiera ser que al
momento del aforo no se haya realizado homogéneamente, o la cubeta no es-
taba totalmente limpio, por tanto estos pudieron ocasionar esta variacion de re-
sultados. Aun con estos resultados, en conclusion, se puede decir que las NPs
etiquetadas con TMRMNA por lo menos son estables hasta los 2 meses, con-

servandose a una temperatura de entre 4 a 8 °C (Foto 8)

w

Foto 8. Muestras conservadas entre 4 a 8 °C.
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo se elaboraron NPs-PLGA y NPs-PLGA etiquetadas con
moléculas del isotiacianato de tetrametilrodamina, un fluorocromoforo que se
unié de manera covalente con las NPs, con ello permitira una mayor facilidad de
visualizacion de las NPs-PLGA por medio de microscopia por fluorescencia. El
meétodo que se empled para la elaboracion de las NPs-PLGA fue la de emulsion
y evaporacion de solvente, modificado en algunas de sus fases de preparacion
principalmente en el método de eliminacion de solvente. Con este método modi-
ficado y totalmente replicable, se pueden elaborar NPs de tamafio promedio que
van desde los 210 a 260nm, tamafio que se encuentran dentro del rango que
han reportados otros autores, logrando conseguir estos tamafios solo cuando se
usa el manitol como crioprotector durante la liofilizacién, de lo contrario sin él, se
obtienen NPs aglomeradas y muy polidispersas. Por otro lado, las NPs que se
elaboraron son estables por lo menos en los primeros 4 meses conservadas en
medio acuosos a 4y 8 °C y la presencia o no de manitol en el medio acuoso, no
afecta la estabilidad. El tiempo de estabilidad puede aumentar, ya que una de
las muestras a los que se les avalud la estabilidad a las 24 semanas, estos se
mantenian estables, por tanto, es posible que las NPs bien elaboradas y conser-
vadas, tengan una estabilidad por encima de los 4 meses, aun estando en medio
acuso. Posiblemente aquellas muestras que se congelen, el tiempo de estabili-
dad sea mucho mayor. Por ultimo, por el PDIy didmetro que presentaron los dos
tipos de NPs que se elaboraron, son totalmente viables funcionalizarse o ser
empleadas como vectores, debido a sus dimensiones y caracteristicas fisicoqui-

micas.
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