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4. INTRODUCCION.

La nanotecnologia hoy en dia nos permite la creacion de materiales, dispositivos y
sistemas, Uutiles y funcionales, mediante el control de la materia a una escala
nanométrica, que nos lleva al aprovechamiento de nuevos fenébmenos y propiedades
fisicas, quimicas y biolégicas a esta escala de longitudes 1. Una de las creaciones que
mas ha traido interés a la comunidad tanto farmacéutica como biomédica es el disefio
de nanogeles a base de polimeros, debido a su estructura fisica, tridimensional,
propiedades mecanicas, alto contenido de agua y biocompatibilidad?. Estas atractivas
propiedades ofrecen un potencial significativo para la utilizacion de nanogeles en
ingenieria de tejidos, administraciéon de farmacos y bio-nanotecnologia.®

Los nanogeles cuentan con una porosidad debido a la estructura en red de sus cadenas
poliméricas, lo que permite la difusibn molecular. Esta propiedad ha llegado a utilizarse
como un vehiculo util para la administraciébn sostenida de compuestos activos. Las
moléculas pequefas (Ej., péptidos, proteinas) pueden difundirse dentro y fuera de la
matriz, mientras que las moléculas méas grandes (Ej. ADN plasmidico) a menudo quedan
atrapadas dentro de los poros y se mantienen dentro de la red para liberarse como
resultado de la degradacion de la matriz®. Como ejemplo podemos observar una nano
estructura polimérica a base de quitosano en la Figura 1.

I‘_“_,:. ',‘ £

v H

..
.

H i

Figural. Nanogel de quitosano entrecruzado covalentemente®

En la actualidad, se busca que los polimeros utilizados como vehiculo de los
compuestos activos sean de caracter natural ya que cuentan con caracteristicas de
biodegradacion y biocompatibilidad mucho mayor en comparacién con los materiales
sintéticos. Estas nanoestructuras llegan a presentar numerosas formas de liberacion
controlada observadas en la Figura 2.
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Figura2. Mecanismos de liberacidn de farmacos a partir de nanogeles. (a) Difusion del farmaco. (b)
Degradacion de las cadenas de polimeros o rompimiento de enlaces entrecruzados. (¢) Cambio en el pH
del medio. (d) Desplazamiento del farmaco provocado por iones. (e) Liberacién del farmaco inducida por

una energia externa aplicada®.

Entre todos los nanogeles que responden a diferentes estimulos ambientes (pH, fuerza
i6nica, fuente de luz y temperatura),los termosensibles han mostrado gran versatilidad
debido al preciso control sobre la respuesta del sistema a los cambios térmicos’ .

Entre los biopolimeros con mayor proyeccion para ser utilizados se encuentran el
alginato y el quitosano, este ultimo serd utilizado para los siguientes experimentos
debido que representa el segundo biopolimero mas abundante en la naturaleza después
de la celulosa, y que puede ser obtenido a partir de diferentes fuentes , como lo son los
crustaceos, camarones, cangrejos y algunas familias de hongos®, también ha sido
seleccionado debido a su alta biodisponibilidad reportada.
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5. ANTECEDENTES

5.1.Nanogel

Un gel es una red polimérica tridimensional reticulada capaz de absorber una gran
cantidad de disolvente sin disolverse debido a los enlaces fisicos o quimicos formados
entre sus cadenas®. Estas redes presentan una serie de propiedades intrinsecas ideales
para aplicaciones biomédicas, como un alto contenido acuoso, flexibilidad,
compatibilidad celular y excelente dispersidad/solubilidad en agua ademas de que se
hinchan en presencia de ella®, aumentando apreciablemente su volumen mientras
mantienen la forma hasta alcanzar el equilibrio fisicoquimico.

Los nanogeles son materiales muy apropiados para aplicaciones en medicina dada su
buena interaccion con los tejidos vivos, dado que por un lado muestran buenas
propiedades de biocompatibilidad, debido principalmente a su consistencia blanda,
elastica y contenido de agua'®l. Por otro lado, son materiales inertes por lo que las
células y proteinas no tienden a pegarse a su superficie. La termosensibilidad del
nanogel es lograda gracias a la utilizacion de polimeros que presentan cambios en su
estructura cuando el ambiente en donde se encuentra cambia de temperatura. Estos
polimeros presentan una temperatura de transicion de fase a partir de la cual su
solubilidad en agua cambia drasticamente'?.

5.2.Quitosano

El Quitosano es la forma N-desacetilada de la quitina y posee mejores propiedades de
reactividad y solubilidad®*® (Figura 3 ). Se obtiene al sustituir los grupos acetamida de
esta por grupos amino, al tratar la quitina con alcalis fuertes. A demés dicho compuesto
presenta ciertas caracteristicas fisicas y quimicas que le dan las propiedades de ser un
polimero no toxico, biocompatible, biodegradable, insoluble en agua y disolventes
organicos o en soluciones alcalina, Esto ,debido a que en su estructura posee aminos
libres, que le confiere la caracteristica de ser soluble en soluciones acidas4.

Quitosano CHy
CHyOH co

o\ —90 \H/
1 0

Figura 3. Estructura quimica del Quitosano??
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El quitosano llega a tener propiedades biologicas el cual ha dado lugar a posibles
aplicaciones, caracteristicas como:

a) Biocompatible: Es decir, tiene la propiedad que permite sustituir o regenerar
los tejidos vivientes y sus funciones.

b) Acelerador de la formacién de osteoblastos responsables de la formacién
Osea.

c) Hemostatico, fungistatico, espermaticida y anticolesterémico.

d) Depresor del sistema nervioso central, entre otras.

Estas propiedades y sus efectos, dan lugar a posibles aplicaciones tanto médicas como
farmacoldgicas®.

5.3. Acido Hialurénico

Se trata de un polimero para el cual existen una gran variedad de receptores, siendo los
predominantes las proteinas de membrana CD44 y CD168 (RHAMM), los cuales se
encuentran localizados a nivel de la superficie celular en practicamente todas las células
del organismo, a excepcion de los globulos rojos. Al ser estas proteinas sobre
expresadas en muchos tipos de células cancerigenas se sabe que la union de acido
hialurénico con esta proteina es esencial para conseguir la diferenciacion de las células
cancerigenas, asi como su proliferacién y migracion®.

COO CH,OH
|

OH ~ \ H
‘| H HO ] | H
l//
H OH H NHCOCH,
Acido D-glucoronico N-Acetil glucosamina

Figura 4. Estructura quimica del acidé Hialurénicol”

5.4.Flavoniodes

Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los vegetales y que protegen al
organismo del dafio producido por agentes oxidantes, como los rayos UV, la polucion
ambiental, sustancias quimicas presentes en los alimentos, etc.'®Los flavonoides
contienen en su estructura quimica un namero variable de grupos hidroxilo fendlicos y
excelentes propiedades de quelacion del hierro y otros metales de transicion, lo que les
confiere una gran capacidad antioxidante. Por ello, desempefan un papel esencial en la

Pagina | 15



proteccion frente a los fendmenos de dafio oxidativo, y tienen efectos terapéuticos en un
elevado numero de patologias, incluyendo la cardiopatia isquémica, la aterosclerosis o el
cancer.'®

La quercetina ,por ejemplo es un flavonoide que ha demostrado tener propiedades anti-
cancerigenas, anti mutagénicas, apoptoticas, anti-ateroescleroticas, antidiabéticas, anti-
inflamatorias, anti-bacterianas y antivirales, entre otras'®.

OH
HO

HO
O OH

Figura 5. Estructura quimica de quercetina 2°

5.5.Nanoparticulas a base de Acido Hialurénico

Estudios recientes han mostrado que las cadenas de HA poseen la capacidad de crear
puentes de hidrégeno internos en medio acuoso, dando lugar a dos fenébmenos: la
creacion de zonas hidréfobas en la cadena que permiten la interaccion entre ellas, con
determinadas proteinas e incluso con la membrana celular y otras estructuras lipidicas, y
la estabilizacion de la cadenas de HA en estructuras rigidas en forma de hélice lineal; lo
cual aumenta su viscosidad en solucion y permite cierta especificidad a la hora de
interaccionar con receptores y enzimas?..

5.6.Nanoparticulas de base de Quitosano

Debido a sus numerosas propiedades biomédicas atractivas, tales como seguridad,
biocompatibilidad, biodegradabilidad, bioadhesividad y efectos anticancerigenos,
hemostéticos y bacteriostaticos, el quitosano ha sido ampliamente utilizado en la
industria farmacéutica y en la &rea biomédica 1°.En el campo de entrega de
medicamentos, los sistemas conjugados de polimeros-farmacos basados en quitosano
pueden utilizarse como transdérmicos, nasal, ocular, oral, administracion parenteral ,
entre otras tantas aplicaciones??. Ademas, se ha informado que el quitosano actiia como
un potenciador de la penetracién al abrir uniones estrechas epiteliales®. Es comprensible
qgue las nanoparticulas tengan ventajas particulares porque no solo protegen al farmaco
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asociado, sino que también facilitan que los medicamentos atraviesen elementos
bioldgicos criticos, barreras especificas y objetivos especificos. Varios métodos han sido
desarrollados para fabricar sistemas de nanoparticulas de quitosano, un ejemplo de ellos
son los geles fisicos cuyas redes presentan un entrelazamiento molecular que las
mantiene unidas y/o fuerzas secundarias que incluyen enlaces cruzados ionicos, enlaces
de hidrégeno e interacciones hidrofdbicas. Por el contrario, también se encuentran los
geles quimicos que consisten en redes reticuladas covalentementes.

5.7.Liberacion controlada de farmacos a travez de nanoparticulas

En el tratamiento de enfermedades oncoldgicas, algunos farmacos no distinguen entre
las células malignas y las normales y en estos casos el farmaco puede ocasionar serios
dafios o incluso hasta la muerte. Los sistemas conjugados polimero-farmaco pueden
disefiarse para conseguir una vectorizacion del efecto hacia el 6rgano o células
enfermas. Normalmente, la vectorizacion se logra uniendo al conjugado soluble,
receptores especificos como anticuerpos, hormonas o carbohidratos, que idealmente
seran reconocidos especificamente por receptores de la superficie de las células de la
zona dafada.

La liberacion del farmaco desde una matriz polimérica puede deberse a tres tipos de
mecanismos: liberacion desde la superficie de las particulas, difusion a través de la
matriz hinchada y liberacién debido a la erosion del polimero como se observa en la
figura 223

5.8.Nanoestructuras en alimentos

La encapsulacion de componentes activos nos es presentada hoy dia como una
tecnologia en expansion con un alto potencial de aplicaciones tanto como el en area
farmacéutica como en el area de la industria alimenticia. La encapsulacién y la liberacion
controlada de ingredientes alimenticios activos son aplicaciones importantes en la
alimentacioén y la nutricion que se pueden lograr con enfoques nanotecnolégicos?*.Con
este enfoque se pretende generar una innovacion en las caracteristicas organolépticas
de los alimentos, como textura, sabor, atributos sensoriales, fuerza de coloracion,
procesabilidad y estabilidad durante la vida util, lo que lleva a una amplia gama de
posibilidades para la creacion de productos nuevos?.

La efectividad de los productos nutracéuticos en la prevencidn de enfermedades
depende de la preservacion de la biodisponibilidad de los ingredientes activos?®. Esto
representa un desafio formidable, dado que solo queda una pequefia proporcion de
moléculas disponibles después de la administracion oral, debido a un tiempo de
residencia gastrico insuficiente, baja permeabilidad y / o solubilidad dentro del intestino,
asi como inestabilidad en condiciones encontradas en el procesamiento de alimentos
(temperatura, oxigeno, luz) o en el tracto gastrointestinal (pH, enzimas, presencia de
otros nutrientes), todo lo cual limita la actividad y los posibles beneficios para la salud de
las moléculas con funcién nutracéutica 2’.
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Figura 6. Estructura esquematica de una nanoparticula cargada?.

5.9.Secado por aspercion

El secado por aspersion se aplica ampliamente en la industria farmacéutica para
producir medicamentos, excipientes en bruto o hacer el proceso de microencapsulacion.
Esta técnica transforma las soluciones liquidas en polvo seco en un solo paso y es
factible para la ampliacion de la microencapsulacién en una operacion de procesamiento
continuo de particulas que se puede usar en una amplia variedad de materiales®.

En la dltima década, los polimeros biodegradables como el quitosano y sus derivados
cuaternarios se han estudiado ampliamente por su papel como potenciadores de la
permeacion multifuncionales para mejorar la penetracion de macromoléculas hidrofilicas
en la administracién por via oral de farmacos.

Las microesferas de quitosano son los sistemas de administracion de farmacos mas
ampliamente estudiados para la liberacion controlada de farmacos. Antibioticos,
antihipertensivos, anticancerigenos, antinflamatorios, proteinas, péptidos y vacunas. Las
microesferas de quitosano se pueden sintetizar mediante diferentes técnicas, tales como
la evaporacion del disolvente, el secado por aspersion, la coacervacion, la emulsificacion
/ gelificacion interna y la reticulacion por suspension.

Desai y Park 2%3 han demostrado que el tripolifosfato (TPP) puede actuar como un
nuevo agente estabilizante para la preparacion de nanoparticulas de quitosano mediante
secado por aspersion y se ha utilizado con éxito para preparar particulas cargadas con
paracetamol. Las interacciones ionicas entre las cargas negativas del agente
entrecruzante (TPP) y los grupos positivamente cargados en el quitosano son las
principales interacciones en la cadena polimérica.
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6. JUSTIFICACION
En 2016, las muertes causadas por enfermedades llegaron a un total de cerca de
100,000 muertes en México (INSP 2016). De este total, fueron casi cerca del 19.9% las
muertes causadas por enfermedades cardiovasculares que se considera como la
principal causa de muerte en el pais, seguida por la Diabetes Mellitus con un 15.4% y en
tercer lugar los tumores malignos con un porcentaje de 12.9% (INEGI).

Se sabe que las enfermedades cardiacas, la diabetes mellitus y el cancer estan
intimamente relacionados con la condicién llamada sindrome metabdlico, que es
ocasionado por la prevalencia de obesidad. El 90% de los casos de diabetes mellitus se
relaciona con sobrepeso y obesidad (INEGI). Por lo que se sabe, dichas enfermedades
cronicas mantienen una estrecha relacién con el desbalance metabdlico originado por
malos hébitos de vida como ingesta de comidas poco saludables, inactividad fisica,
exceso de alcohol y consumo de tabaco.

Debido a este aumento de muertes en México a causa de las enfermedades cronicas
como las enfermedades cardiacas, la diabetes mellitus y el cancer; es de suma
importancia buscar nuevas y mas eficaces alternativas terapéuticas, que cumplan con
requerimientos de seguridad, y accesibilidad para la poblacion mexicana.

Basandonos en el reciente estudio hecho por la Dra. Rocié A. Chavez Santoscoy , se ha
propuesto a la quercetina como potencial molécula activa para el tratamiento de estas
enfermedades crénicas®!. La quercetina ha sido ampliamente estudiada por sus
propiedades analgésicas, anti-agregantes, vasodilatadoras, antiartriticas,
antibacterianas, antigripales, antiinflamatorias, antiespasmaodicas, anti-ulcerosas,
hepato-protectoras, anti-diabéticas, anti-asmaticas y la principal, antioxidante que nos
permiten una amplia gama de opciones para su aplicacion farmacéutica en el
tratamiento de las enfermedades cronicas antes mencionadas.

No obstante, dado las pequefias concentraciones en las que podemos encontrarla en los
alimentos como cebolla roja, mora, frijol negro, manzana, y sus propiedades hidroéfilas
gue la hacen poco estable, se ha reportado una baja biodisponibilidad y, por ende, la
absorcion de guercetina en el intestino es muy baja. Por esta razén la Food and Drug
Administration (FDA) ha publicado una nota donde estipula que la Quercetina no tiene
ningun valor nutricional.

Proponemos que, si se llegara a desarrollar un vehiculo de entrega controlado que
permita, elevar los niveles de quercetina en el intestino delgado, para aumentar su
absorcion, se lograria mejorar la farmacodinamia y farmacocinética de dicha molécula y
por ende seria posible evidenciar los efectos terapéuticos que la molécula puede ejercer
en un tiempo mucho menor. Ademas, si dicho vehiculo de entrega fuera lo
suficientemente biocompatible y barato para que fuera incluido como un ingrediente
funcional en la elaboracion de alimentos, se lograria impactar de manera positiva un
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mayor porcentaje de la poblacion mexicana, que han sido especialmente afectadas por
las enfermedades crénicas mencionadas anteriormente.

7. HIPOTESIS

Es posible cargar quercetina en nanoparticulas de quitosano o acido hialurénico para
lograr una mayor estabilidad de la molécula activa y aumentar la concentracion de
quercetina en un ingrediente funcional que es capaz de mejorar la permeabilidad de
esta.

8. OBJETIVO GENERAL

Evaluar y comparar la sintesis y el porcentaje de cargado de nanoparticulas de
quitosano o &cido hialurénico cargadas con quercetina, sintetizadas con diferentes
métodos.

9. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar nanoparticulas a base de quitosano con tripolifosfato de sodio,
cargadas con quercetina a diferente pH.

e Sintetizar nanoparticulas a base de &cido hialurénico, cargadas con
quercetina a diferentes pH.

e Caracterizar las nanoparticulas sintetizadas por su dispersion de tamafio y
porcentaje de cargado de quercetina para su comparacion.

e Caracterizar el tamafio de las nanoparticulas de quitosano cargadas con
guercetina por medio de microscopio de fuerza atémica.

e Evaluar el cargado de quercetina en cada una de las nanoparticulas

10. ESTRUCTURA DE LA INVESTIGACION

El siguiente trabajo se encuentra organizado en 4 partes. Una primera parte referida al
fundamento tedrico de la investigacion. La segunda parte donde se contextualizan los
procedimientos para el desarrollo de nuestras nanoparticulas. La tercera parte donde se
plantean los resultados obtenidos. Y por ultimo una cuarta parte donde se hacen
discusiones y conclusiones en base a los resultados obtenidos mencionados
previamente.
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SEGUNDA PARTE:

DESARROLLO DE LA INVESTIGACION







11. METODOLOGIA.
11.1. MATERIALES.

11.1.1. Reactivos.

Quitosano peso molecular bajo de Sigma Aldrich (50,000-190,000 Da), quitosano peso
molecular medio (Aproximadamente 480,000 Da) ,quercetina Sigma Aldrich, tripolifosfato
de sodio Sigma Aldrich, acido hialurénico de la empresa GNC, acido acético glacial
Sigma Aldrich, acido Clorhidrico 0.1% N, hidréxido de sodio 0.1% N.

11.1.2. Equipos.

Se utilizo la Liofilizadora Labconco Free zone con el fin de deshidratar las muestras para
su posterior conservacion. El secado de los tratamientos A, B, C, D, E se realizaron el
Secador por aspersion Yamato ADL311S. Todas las soluciones fueron colocadas en el
Sonicador Bran Sonic 2510R-MTH con el fin de dispersar uniformemente las
nanoparticulas contenidas en la solucién. Potencidmetro HANNA Modelo 2210. El equipo
Razel syringe pump modelo R-99 utilizado para agregar las soluciones gota a gota,
utilizando un flujo de 50 cc/hrs. El tamafio se obtuvo por medio de un dispersor de luz
dindmico (DLS) utilizando el Zetasizer (DTS 1060; Malvem instruments) y un Microscopio
de fuerza atdbmica (AFM) marca Agilent modelo SPM5100 con escéner de alta resolucion
N9520A. Espectrofotdmetro Beckman Coulter DU 520

11.2. METODOS.
11.2.1. Preparacion de nanoparticulas.

Las primeras nanoparticulas fueron inducidas por medio de gelificacién del quitosano
con una solucién de TPP, basandonos en la metodologia propuesta por el Dr. Barbieri,
con algunas modificaciones, que se explicaran en la siguiente seccién, a las cual
llamaremos nanoparticulas de CS 1; a su vez se sintetizaron otras nanoparticulas con
esta misma metodologia sin embargo estas fueron secadas por aspersion.

Cabe destacar que con esta metodologia, no obtuvimos los tamafos deseados por lo
que se utilizd otra metodologia para la sintesis de unas segundas nanoparticulas
basandonos en la propuesta del Dr. P. Calvo y asociados 199732 ,a las cuales
llamaremos en este documento como nanoparticulas de CS 2.

Con el fin de tener un comparativo en el tamafio de ambas nanoparticulas sintetizadas
se realizaron pruebas con el dispersor de luz dinamica, y microscopio de fuerza atomica
COomo se vera a continuacion.
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11.2.2. Sintesis de nanoparticulas de CS 1

Se realizé una solucién a base de 30 ml de acido acético y se procedié a aforar en un
matraz de 1000 ml, esta solucién sera
posteriormente conocida como
solucién madre.

De la solucibn madre previamente
hecha, se miden 25 mL con ayuda de
una probeta, para después ser
colocada en un matraz Erlenmeyer y
posteriormente agregar lentamente 50
mg de CS de peso molecular medio
(Aproximadamente 480,000 Da),
hecho esto se procedié a agregar 75
mL de la solucion madre para llevar
nuestra solucién en el matraz a un
volumen final de 100 mL.

Figura 7. Sonicador Bran Sonic 2510R-MTH

Se mantuvo en agitacion magnética por 20 min
aproximadamente o hasta que se disolviera por
completo el CS en la soluciébn que Illamamos
solucién 1. Acabado este paso, se midié el pH de la
solucién y fue llevado a pH 2 con &cido clorhidrico 1
N.

Se utiliz6 una probeta para separar en un vaso de
precipitado 40 mL de nuestra solucion 1y colocar 80
mg del entrecruzante TPP, una vez hecho esto
obtuvimos una 2da solucién a la que llamaremos
solucion 2.

La solucién 1 fue llevada a agitacibn magnética y se
le coloco gota a gota la solucién 2 con ayuda de un
Figura 8. Zetasizer (DTS 1060 Malvem  90t€ro, todo esto a temperatura ambiente.

instruments Terminado la incorporacién de las soluciones, esto
se dejo en agitacidbn magnética por 30 min.

El procedimiento se repiti6 bajo diferentes condiciones de pH, también se evaluaron
soluciones con CS de peso molecular bajo. Todos los tratamientos desarrollados con
este procedimiento se describen a continuacion:
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CS peso molecular Medio.

e Solucion de pH 2.6
e Solucién de pH 2.0

CS peso molecular Bajo

e Solucion de pH 1.9
e Solucién de pH 2.5
e Solucion de pH 1.5
e Solucion de pH 2.0

**Se realizd una solucién de pH 7 con CS de peso molecular bajo con el fin de evaluar la variacién de los
tamafios a pH neutro, sin embargo, se descarto el leer la solucién debido a que presentaba un alto grado
de precipitacion de los excipientes utilizados.

Con ayuda del equipo de DLS se determiné el tamafio de particulas de los tratamientos.

11.2.3. Sintesis de nanoparticulas de CS 2

Se preparé una solucion madre en campana con 1.45mL de acido acético glacial
aforando siempre con agua Mili Q en un matraz volumétrico de 100 mL.

Posteriormente la solucién se dividié en dos vasos de precipitado, un vaso contenia una
cantidad de 94 mL de la solucibn madre a la cual se le agregaron 50 mg de CS
previamente pesado, mientras que el segundo vaso incluia los 6 mL restantes de la
solucion madre més 10 mg del entrecruzante TPP. Ambos vasos fueron dejados en
agitacion magnética por 20 min hasta su completa disolucién.

Posteriormente, se hizo uso de los 6 mL de la solucién de TPP que fue agregado gota a
gota con ayuda de un gotero a la solucién de CS. Se dej6 en agitador magnético 20 min
hasta su completa disolucién.

Una vez terminado el proceso se llevo al pH deseado utilizando una solucion de NaOH
0.1M o HCI 0.1M en base al pH propuesto.

Se procede a dejar la solucion final agitando por 20 min.

11.2.4. Cargado de nanoparticulas de CS 2 con quercetina 1.1

Se preparé una solucion madre en campana con 1.45mL de acido acético glacial
aforando con agua Mili Q en un matraz volumétrico de 100 mL.

Posteriormente la solucion se dividio en dos vasos de precipitado, un vaso contenia una
cantidad de 94 mL de la solucibn madre a la cual se le agregaron 50 mg de CS
previamente pesado, mientras que el segundo vaso incluia los 6 mL restantes de la
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solucién madre mas 10 mg del entrecruzante TPP. Ambos vasos fueron dejados en
agitacion magnética por 20 min hasta su completa disolucion.

En un tercer vaso se prepard una solucion con 9mL de etanol y 1 mL de agua Mili Q, a
esta solucion fueron afiadidos 10 mg de quercetina previamente pesada, se dejo en
agitacion magnética hasta su completa disolucion.

Con una jeringa se tomaron 5 mL de la solucion de quercetina previamente hecha y fue
colocada en la bomba de inyeccidén para jeringa (Razel syringe pump), con esto se
espera que la solucidén de quercetina sea afiadida a la solucion de CS de forma lenta por
el método de goteo. La solucion de quitosano se mantiene en un homogeneizador a
11,000 rpm mientras el equipo Razel siringe pump se asegura de agregar gota a gota la
solucion de quercetina. Una vez terminado el proceso de goteo, se mantiene la soluciéon
de CS/quercetina en el homogeneizador por 20 min.

A continuacion, la solucion de CS/quercetina pas6 a ser sonicada por 10 min a una
temperatura aproximada de 25°-35° C.

Una vez terminado el proceso de sonicado, se llevd al pH deseado utilizando una
solucion de NaOH 0.1M, haciendo este procedimiento, observamos que cuando la
solucién se encontraba a un pH mayor de 4, la solucion empezaba a mostrar un color
oscuro, a diferencia del color amarillo fluorescente visto con anterioridad al momento de
colocar la quercetina.

Posteriormente, se hizo uso de los 6 mL de la solucion de TPP y al igual que la solucién
de quercetina, la solucion de TPP fue colocada en el equipo Razel syringe pump para
ser agregado gota a gota a la soluciéon de CS/quercetina. Una vez terminado el proceso
se aprecia que el color original (Amarillo fluorescente) vuelve otra vez a la soluciéon de
CS/quercetina/TPP.

Se procede a dejar la solucién final sonicando por 10 min a las mismas condiciones
previamente planteadas.

11.2.5. Cargado de nanoparticulas de CS 2 con quercetina 1.2

Se realizdé otro tratamiento para la disolucién de la quercetina utilizando la misma
metodologia presentada a continuacién, los resultados se pueden observar en la Tabla
3:

Se prepar6é una solucion madre en campana con 1.45mL de &cido acético glacial
aforando con agua Mili Q en un matraz volumétrico de 100 mL.

Posteriormente la soluciéon se dividié en dos vasos de precipitado, un vaso contenia una
cantidad de 94 mL de la solucibn madre a la cual se le agregaron 50 mg de CS
previamente pesado, mientras que el segundo vaso incluia los 6 mL restantes de la
solucibn madre mas 10 mg del entrecruzante TPP. Ambos vasos fueron dejados en
agitacion magnética por 20 min hasta su completa disolucion.
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En un tercer vaso se prepar6 una solucién con 10 mg de quercetina con 10 ml de agua
Mili Q. Al ver que la solucion se apreciaba de un color turbio y que no se disolvia
adecuadamente se optd por hacer otra solucion agregando 10 mL de etanol. Se
procedié a sonicar por 10min a 25°-35° C.

Con una jeringa se tomaron 5 mL de la solucion de quercetina previamente hecha y fue
colocada en el equipo (Razel syringe pump) con esto se espera que la solucion de
guercetina sea afiadida a la solucion de CS de forma lenta con el método de goteo. La
solucion de quitosano se mantuvo en un homogeneizador a 11,000 rpm mientras el
equipo Razel syringe pump agregaba gota a gota la solucion de quercetina. Una vez
terminado el proceso de goteo, se mantiene la solucion de CS/quercetina en el
homogeneizador por 20 min.

A continuacion, la solucién de CS/quercetina pasd a ser sonicada por 10 min a una
temperatura aproximada de 25°-35° C.

Una vez terminado el proceso de sonicado, se llevd al pH deseado utilizando una
solucion de NaOH 0.1M, cuando la solucion se encontraba a un pH mayor de 4, la
solucién empezaba a mostrar un color oscuro, a diferencia del color amarillo fluorescente
visto con anterioridad al momento de colocar la quercetina.

Posteriormente, se hizo uso de los 6 mL de la solucion de TPP y al igual que la solucion
de quercetina, la solucion de TPP fue colocada en el equipo Razel syringe pump para
ser agregado gota a gota a la solucion de CS/quercetina. Una vez terminado el proceso
se aprecia que el color original (Amarillo fluorescente) vuelve otra vez a la solucion de
CS/quercetina/TPP.

Se procede a dejar la solucién final sonicando por 10 min a las mismas condiciones
previamente planteadas.

Figura 9. Equipo Razel syringe pump colocando el entrecruzante TPP en la solucién 1.
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11.2.6. Cargado de Nanoparticulas de CS con quercetina por secado por aspersion.
11.2.6.1. Tratamiento B:

A un matraz Erlenmeyer de 500 mL se agregaron
500 mL de agua tipo Mili Q. Se coloc6 en un
agitador magnético a temperatura ambiente y se
afiadi6 2gr de &cido hialurénico (HA), una vez
disueltos el excipiente se procedio a tapar el matraz
con papel aluminio, esto con el fin de que al agregar
los 25 mg de quercetina esta no se degradara con
la luz del laboratorio, se dejé en agitacion por 15
min. Una vez pasado el tiempo se procedido a
sonicar en el equipo Bran Sonic (Figura 7) por 15
min, a temperatura ambiente.

La solucion fue llevada al secador por aspersion
ADL311S previamente purgado con agua destilada
para obtener un micro encapsulado de la solucién.
Se trabaj6 el equipo con una temperatura de salida
de 60°C £10°C y una temperatura de entrada de
1800 C, con una presion de 0.13-0.15 mP.a. Se

Figura 10. Solucién a temperatura sec6 por aproximadamente 3 horas y se obtuvo un
ambiente antes de agregar quercetina. total de polvo de 1.5131 gr.

11.2.6.2. Tratamiento C:

A un matraz Erlenmeyer de 500 mL se agreg6é 500 mL de agua tipo Mili Q. Se colocé en
un agitador magnético a temperatura ambiente y se agregé 1gr de acido hialurénico
(HA), una vez disuelto se procedi6é a tapar el matraz con papel aluminio, esto con el fin
de que al agregar los 50 mg de quercetina esta no se degradara con la luz del
laboratorio, se dejé en agitacion por 15 min. Una vez pasado el tiempo se procedi6 a
sénicar la solucion por 15 min, a temperatura ambiente.

La solucién fue llevada al secador por aspersion ADL311S previamente purgado con
agua destilada para obtener un micro encapsulado de la solucion. Se trabaj6 el equipo
con una temperatura de salida de 60°C +10°C y una temperatura de entrada de 180°C,
con una presion de 0.13-0.15 mP.a. Se secd por aproximadamente 1.5 horas y se
obtuvo un total de polvo de 0.66g.
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11.2.6.3. Tratamiento D:

A un matraz Erlenmeyer de 1000 mL se agreg6 950 mL
de agua destilada, posteriormente se agregd acido
aceético hasta llevar la solucion a un pH de 2 .Se coloco
en un agitador magnético a temperatura ambiente y se
agreg6 1gr de &cido hialurénico (HA), una vez disuelto
se procedid a tapar el matraz con papel aluminio, esto
con el fin de que al agregar los 50 mg de quercetina
esta no se degradara con la luz del laboratorio, se dej6
en agitacion por 15 min. Una vez pasado el tiempo se
procedi6é a sonicar la solucién por 15 min, a temperatura
ambiente.

ADLINIS

La solucion fue llevada al secador por aspersion
ADL311S previamente purgado con agua destilada para
obtener un micro encapsulado de la solucion. Se trabajé
el equipo con una temperatura de salida de 60°C +10°
C y una temperatura de entrada de 180° C, con una
presion de 0.13-0.15 mP.a. Se secOé por

aproximadamente 3 horas y se obtuvo un total de polvo Figura 11. Tratamiento colocado en
de 0.89 gr. el equipo de secado por aspersion.

11.2.6.4. Tratamiento E:

A un matraz Erlenmeyer de 500 ml se agreg6é 500 ml de agua destilada. Se coloc6 en un
agitador magnético a temperatura ambiente y se agregé
2 gr de acido hialurénico (HA), Se procedié a tapar el
matraz con papel aluminio, esto con el fin de que al
agregar los 0.025 gr de quercetina esta no se degradara
con la luz del laboratorio, se dej6 en agitacion por 15
min. Una vez pasado el tiempo se procedio a sonicar la
solucién por 15 min, a temperatura ambiente.

La solucion fue llevada al secador por aspersion
ADL311S previamente purgado con agua destilada para
obtener un micro encapsulado de la solucién. Se trabajé
el equipo con una temperatura de salida de 60°C £10°C
y una temperatura de entrada de 180° C, con una
Figura 12. Ejemplo de tratamiento E~ presion de  0.13-0.15 mP.a. Se sec6 por

antes de su secado por aspersion en  aproximadamente 2 horas y se obtuvo un total de polvo
el equipo Yamato ADL311S de 1.27 gr
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Figura 13. £/ polvo de cada uno de los tratamientos obtenido por medio del secado por
aspersion se sometié a una reconstitucion con 10 mg/5 mL con agua tipo Mili Q. En la figura se
pueden observar las soluciones B. C. D, E de izquierda a derecha
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TERCERA PARTE:
RESULTADOS







12.

RESULTADOS.

En la Tabla 1 podemos observar las caracterizaciones de tamafo de las nanoparticulas

realizadas con el método observado en la pagina 21 (CS 1) sintetizadas bajo la
metodologia de Stefano Barbieri®.

Tabla 1. Caracterizacion por DLS de Nanoparticulas de CS sin cargar

Tratamiento pH Z-Average Tamafio (nm) PDI
QMM 1| 26 2601 2482 - 0.334
QMM 2 2 4165 3202 - 0.436
QMB 3 | 1.9 3440 850.9 - 0.781
QMB 4 | 25 2405 652.7 - 0.619
QMB5 | 15 724.1 2863 315.2 1.000
QMB6 | 2 2987 1117 0.671

*Donde QMM representan los tratamientos hechos con CS de peso molecular medio y donde QMB representan los

realizados con CS de peso molecular bajo.

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos de las lecturas observadas en la
Tabla 1. de cada NP de quitosano sin cargar hechas por medio del dispersor de luz
dindmico (DLS Zetasizer DTS 1060; Malvem instruments):

TRATAMIENTO PH 2.6 CS PESO MOLECULAR MEDIO.

En la Grafica 1 podemos observar la caracterizacién por DLS del tratamiento QMM 1
(peso moléculas medio) en condiciones de pH 2.6, donde obtuvimos un Z-Average de
2601, un tamafo de 2482 nm y un PDI de 0.334

Gréfica 1. Caracterizacion por DLS de QMML.
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TRATAMIENTO PH 2 QUITOSANO PESO MOLECULAR MEDIO.

En la Grafica 2. Se aprecia la caracterizacion de las NP QMM2 (Peso molecular medio)

bajo un pH de 2, donde se obtuvieron valores de Z-Averege de 4165, un tamafo de
poblacion de 3202nm y un PDI de 0.436.

Intensidad (%)

Grafica 2. Caracterizacion por DLS de QMM2.
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TRATAMIENTO PH 1.9 QUITOSANO PESO MOLECULAR BAJO.

Como se verd a continuacion en la Gréfica 3. Trabajamos con quitosano de peso
molecular bajo, en condiciones de pH de 1.9 (QMB 3) donde obtuvimos resultados de
Z-Averege de 3440, tamafio de poblacion de 850.9nm y un PDI de 0.781
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Grafica 3. Caracterizacion por DLS de QMB 3.
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TRATAMIENTO PH 2.5 QUITOSANO PESO MOLECULAR BAJO.

Este tratamiento estuvo bajo condiciones de un pH de 2.5, trabajando con quitosano de

peso molecular bajo al cual llamamos QMB4, obtuvimos un Z-Averege de 2405, un
tamafo de poblacién de 652.7nm y un PDI de 0.619

Gréfica 4. Caracterizacion por DLS de QMB 4.
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TRATAMIENTO PH 1.5 QUITOSANO PESO MOLECULAR BAJO.

El tratamiento llamado QMB 5 (Grafica 5), se trabajé bajo condiciones de pH de 1.5y
con quitosano de bajo peso molecular, observada la caracterizacion realizada por
medio del DLS Zetasizer DTS 1060; Malvem instruments, obtenemos un Z-Average de

724.1, se obtuvieron dos tamafos de poblacion el primero de 2863nm y un segundo de
315.2nm, con un PDI de 1.000

Gréfica 5. Caracterizacion por DLS de QMB 5.
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TRATAMIENTO PH 2 QUITOSANO PESO MOLECULAR BAJO.

En la Grafica 6 se muestra la caracterizacion de las NP's QMB6 sintetizadas con
quitosano de peso molecular bajo y con un pH de 2, los resultados obtenidos son: Un Z-

Average de 2987, una poblaciéon de 1117nm y un PDI DE 0.671
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Gréfica 6. Caracterizacion por DLS de QMB 6.
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En la Tabla 2 se muestra la caracterizacién de tamafio de las nanoparticulas de
CS 2 a diferentes pH’s, pero con el mismo tipo de quitosano (peso molecular bajo)
que fueron sintetizadas bajo la metodologia del Dr. Calvo y asociados®?con las

modificaciones que se leen en la pagina 23 seccion 10.2.3.

Tabla 2. Caracterizacion por DLS de Nanoparticulas de CS 2 sin cargar.

pH Z- Average PDI Tamafio 1 (nm) Tamafio 2
(nm)

2.5 279.5 0.402 324.7 -

2.7 276.3 0.570 112.9 742.1

4 146.3 0.205 123.5 7353

5 114.8 0.341 144.7 4658

5* 93.17 0.225 109.4 -

*Esta solucién en especial fue sometida a un tratamiento por sonicador antes de su lectura por DLS con el

fin de obtener una mejor agrupacién de poblacién de las nanoparticulas en la solucién.

Por consiguiente, a continuacion, observaremos las Graficas con las lecturas
obtenidas por medio del DLS Zetasizer DTS 1060; Malvem instruments de las 5
NP’s sintetizadas con esta metodologia:

En la Grafica 7 podemos observar las NP’s sintetizadas con quitosano de peso
molecular bajo y pH 2.5, que, leidas en el DLS, obtenemos resultados de Z-
Average de 279.5, un tamafio de poblacién de 324.7nm y un PDI DE 0.402.

Intensidad (%)

Grafica 7. Nanoparticulas de quitosano a pH 2.5
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En la Grafica 8 tenemos las lecturas en DLS de NP’s de pH 2.7, que nos dan
como resultado un Z-Average de 276.3, obtenemos dos tamafios de poblacién en
estas NP’s, siendo el primer pico de 112.9nm y el segundo de 742.1 nm

Gréfica 8. Nanoparticulas de quitosano a pH 2.7
Distribucién de tamafio por intensidad
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La Gréfica 9 muestra un Z-Average de 146.3, PDI de 0.205 y al igual que las NP’s
de la Gréfica 8, obtuvimos dos muestras de poblacién, la primera con un tamafio
de 123.5 nm y la segunda de 7353 nm, esto bajo condiciones de un pH de 4.

Gréfica 9. Nanoparticulas de quitosano a pH 4
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dos poblaciones de 144.7 nm y 4658 nm respectivamente, caracterizados por DLS
(Zetasizer DTS 1060; Malvem instruments), se tomo la iniciativa de someter las
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misma NP’s a un tratamiento por sonicador antes de su lectura por DLS con el fin
de obtener una mejor agrupacion de poblacion de las nanoparticulas en la
solucion con las siguientes condiciones: sonicar la solucion por 10-20 min con una
temperatura entre los 25°-35° C, y se cambio el gotero que se utilizaba para
agregar la solucion de TPP, por el equipo Razel syringe pump.

Como se puede observar en la Gréafica 11 los resultados mejoraron, siendo estos:

Z-Average de 93.17, PDI de 0.225 y un solo pico de tamafio de poblacion de 109.4
nm

Gréfica 10. Nanoparticulas de quitosano a pH 5
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Gréafica 11. Nanoparticulas de quitosano a pH 5*.
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Subsecuentemente se presenta la Tabla 3 donde se pueden observar las

caracterizaciones realizadas por medio del DLS de las nanoparticulas ya cargadas
con nuestra molécula bioactiva a pH 5.

Tabla 3. Caracterizacién por DLS de nanoparticulas de CS cargadas con quercetina

1.2
pH Z- Average PDI Tamafo 1 Tamafio 2
(nm) (nm)
5(diluidal:10) 631.5 0.304 708.6 531.8
5(Sin diluir) 1405 0.524 1850 4886
5(sonicada) 708.5 0.463 535.5 50.22
5 (50:50 etanol/H20) 1106 0.688 361.2 41.00

Posteriormente se muestran las graficas obtenidas por el equipo de DLS:

La Gréfica 12 nos muestra los resultados de las NP’s cargadas con quercetina a

pH 5, diluidas 1:10 con agua tipo Mili Q, donde los resultados obtenidos nos dan
un valor de Z-Average de 631.5, PDI de 0.304 y dos muestras poblacionales de

708.6 nm y 531.8 nm respectivamente.

Grafical2. Nanoparticulas de CS cargada con quercetina.

Distribucion de tamaiio por intensidad

15. .................. .................. . ................. .................

§ A0 - oo .................. ,, ................ e e

o .

[}

8

2

E o SR T T A R I I I PP
] + } + -’/\‘ 1
01 1 10 100 1000 10000

Tamaiio (d. nm)

Pagina | 40



La Gréfica 13 presenta las mismas NP’s, sin embargo, estas no fueron diluidas
antes de su posterior lectura por DLS.

Obtuvimos resultados DE Z-Average de 1405, 0.524 de PDI y dos muestras
poblacionales de 1850 nm y 4886 nm.

Gréfica 13. Nanoparticulas de quitosano cargadas con quercetina.

Distribucién de tamafio por intensidad
12. .................. .................. . ................. .................
104

Intensidad (%)

E E I . .
0 ' ' 7 ' i
01 1 10 100 1000 10000

Tamafio (d. nm)

Las siguientes NP’s (Grafica 14) se sometieron a dilucion 1:10 con agua tipo Mili
Q y puestas por 20 min en el Sonicador Bran Sonic 2510R-MTH.

Obtuvimos un Z-Average de 708.5, un PDI de 0.463 y dos poblaciones de

535.5nm y 50.22 nm respectivamente; Estos resultados pueden ser observados a
continuacion.

Gréfica 14. Nanoparticulas de quitosano cargadas con quercetina.
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Las NP’s de la Grafica 15, antes de su caracterizacion por DLS, se les aplico una
dilucion 50:50 con etanol y agua tipo Mili Q.

Los resultados fueron: Z-Average de 1106, PDI 0.688 y al igual que los
tratamientos pasados, obtuvimos dos tamafios de poblacion, el primero de 361.2
nm y el segundo de 41 nm, como se observan a continuacion:

Gréfica 15. Nanoparticulas de quitosano cargadas de quercetina.
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En la Tabla 4 se muestra la caracterizacion de tamafio de las nanoparticulas de

acido hialuronico que fueron sintetizadas por el método de secado por aspersion
en el equipo Yamato ADL311S.

Tabla 4. Caracterizacién por DLS de Nanoparticulas de acido hialurénico cargadas.

Tratamiento  Z-Average Tamafno (nm) PDI Rendimiento
B 7370 4935 - 1.000 35.6%
C 9030 4409 - 1.000 26.4%
D 431.0 443.5 - 0.152 35.6%
E 9284 4935 - 1.000 30%

A continuacion, se exponen las graficas realizadas por el equipo DLS:

Las NP’s de AH, llamadas Tratamiento B, son presentadas en la Gréfica 16, su
metodologia puede ser observada en la pagina 26, punto 10.2.6.1.

Este tratamiento mostré resultados de Z-Average de 7370, un tamafio de
poblacién de 4935 nm y un PDI de 1.000.

Grafica 16. Nanoparticulas de AH cargadas con quercetina tratamiento B.
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Intensidad (%)

La Gréafica 17 presenta los resultados de las NP’s del tratamiento C (pag. 26) con

un Z-Average de 9030, una poblacion de 4409 nm y un PDI de 1.000.

Grafica 17. Nanoparticulas de AH cargadas con quercetina tratamiento C.
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Las NP’s del tratamiento D, a diferencia de las demas fueron puestas bajo

condicion de un pH de 2 (Pag 27).

A continuacién, se muestran los resultados de su caracterizacion por DLS en la
Gréfica 18, donde se observan resultados de un PDI de 0.152, un Z-Average de

431.0 y un tamafio en su poblacion de 4935 nm.

Grafica 18. Nanoparticulas de AH cargadas con quercetina tratamiento D.
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Por dltimo, en la Gréfica 19, se muestran las NP’s sintetizadas por medio del
meétodo de secado por aspersion, llamadas tratamiento E.

Aqui se observan resultados de un Z-Average de 9284, un tamafio de poblacion

de 4935 nm

y un PDI de 1.000.

Grafical9. Nanoparticulas de AH cargadas con quercetina tratamiento E.
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12.1. Resultados obtenidos por medio de AFM.
12.1.1. Resultados de NP’s de AH.

Analizados los datos obtenidos por las dos sintesis de nanoparticulas (NP's de
Quitosano y NP’s de AH) se opt6 por realizar una lectura por medio de AFM de las
NP’s de AH, con el fin de obtener una imagen topografica 3D en tiempo real

Los resultados obtenidos, gracias al Microscopio de fuerza atdmica, marca Agilent
modelo SPM5100, pueden ser observados en la Figura 14.

Las imagenes se adquirieron utilizando cantilevers de silicio marca Budget sensors
con frecuencia de vibracion entre 150 y 175 KHz en modo intermitente

-
-

360nm . =
D . EaET . 300nm

Figura 14. Resultado de la microscopia por fuerza atémica del tratamiento de nanoparticulas
de &cido hialurénico D.
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12.2. Eficiencia de cargado de quercetina .

Con el fin de evaluar la eficiencia en el cargado de la quercetina en las
nanoparticulas se realizé una curva de calibracion (Gréfica 20) hecha con 10 mg
de quercetina y 10 mL de agua tipo Mili Q a distintas concentraciones, las cuales
fueron leidas por medio de un espectrofotometro (Figura 15) a una absorbancia de
320 n.m obteniendo los siguientes resultados planteados en la Tabla 5:

CONCENTRACION ABS
0.125 0.086
0.15 0.096
0.25 0.149
0.5 0.243
Tabla 5. Concentraciones de quercetina. Figura 15. Espectrofotdémetro Beckman Coulter DU 520

CURVA DE CALIBRACION QUERCETINA

0.3
0.25
0.2

0.15 )

ABSROBANCIA

0.1

0.05

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
CONCENTRACION (MG/ML)

Gréfica 20. Curva de calibracién de quercetina.



12.2.1. Eficiencia de cargado a NP’s de CS.

Con esta evaluacion obtenemos los siguientes datos:
y=mx+b
y = 0.4185x + 0.0363
Se calcula un coeficiente de correlacion de:
r = 0.9943

Posteriormente se colocaron nanoparticulas de CS sin cargar para utilizar como
blanco esto, con la finalidad de leerlas contra la muestra de nanoparticulas de CS
cargadas de quercetina a pH 5 disuelta con etanol/H20 (9:1) con ayuda del
espectrofotometro donde se obtuvieron los siguientes resultados:

X=0.381 nm

A continuacién, se procede al despeje de la formula  y =mx+b con el fin de
obtener la concentracion final de quercetina que fue captada por las
nanoparticulas

y—>b
x =—
m
_0.381 - 0.0363
X = 704185

x = 0.8236 mg/mL

uercetina Final
@ ) x100 =

(Quercetina Inicial)

0.8236

x100 = 82.36 %

Con este procedimiento se obtiene el porcentaje de cargado total de las
nanoparticulas de quitosano, este resultado representa poco mas de un 80% de
cargado de los 10 mg anteriormente agregados a la solucién para la sintesis de
las nanoparticulas.
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12.2.2. Eficiencia de cargado en NP’s de AH

En lo que respecta a las nanoparticulas de acido hialurénico, estas fueron
reconstituidas con 10 mg de la muestra D mas 10 mL de etanol obtenemos una
concentracion inicial de:

x = 0.478 nm En concentracion de 1mg/mL

Sin embargo, se realizd una correccion de absorbancias, restando la contribucion
del &cido hialurénico en la absorbancia medida a 320 nm que fue de 0.085nm a la
misma concentracion que se encontraba en las nanoparticulas, por lo tanto:

0.478 — 0.085 = 0.397nm
Esto nos dice que la absorcion total de las nanoparticulas de AH es de:
x =0.397 nm

A continuacién, se muestra el porcentaje obtenido mediante el despeje de la
formula y = mx + b con el fin de obtener la concentracion final de quercetina que
fue captada por las nanoparticulas de AH.

y—>b
X =—
m
0393 - 0.0363
X = 704185

x = 0.8523 mg/mL

uercetina Final
@ ) 100 =

X
(Quercetina Inicial)

0.8523
x100 = 85.23%
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CUARTA PARTE:
DISCUSION Y CONCLUSIONES
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13. DISCUSION.

En la ultima década, los polimeros biodegradables como el quitosano y sus
derivados cuaternarios se han estudiado ampliamente por su papel como
potenciadores de la permeacion multifuncionales para mejorar la penetracion de
macromoléculas hidrofilicas en la administracion por via oral de farmacos.

Estos cuentan con una porosidad debido a la estructura en red de sus cadenas
poliméricas, lo que permite la difusion molecular.

Se realizaron dos diferentes metodologias anteriormente mencionadas en la
literatura para la sintesis de las nanoparticulas de quitosano, la primera sintesis
fue realizada bajo el método de Stefano Barbieri?® y la segunda en la metodologia
propuesta por Calvo y colaboradores?®.

Observadas las graficas 1 a 6 nos percatamos que los tamafios presentaban
variaciones dependiendo de varios factores, uno de ellos fue la utilizacion de
distintos pesos moleculares de quitosano, siendo estas observaciones las que
marcarian la pauta para decidir que la mejor opcion para nuestros posteriores
tratamientos seria la utilizacion del CS de bajo peso molecular como se refleja en
los tratamientos con pH 1.9y 2.5 (Graficas 3y 4).

Sin embargo, podemos decir que gracias al articulo propuesto por Calvo y
asociados nos dimos cuenta de que los tamafios de las nanoparticulas variaban
considerablemente con respecto a las concentraciones que agregabamos de acido
acético; Calvo propone utilizar una concentracion de acido acético 1.75 veces mas
qgue la concentracién utilizada de quitosano, por ello decidimos cambiar la
metodologia anteriormente propuesta por este nuevo método, con el fin de obtener
mejores resultados en los tamafios de nuestras nanoparticulas.

Nuestros resultados confirmaron nuestra teoria y gracias a este método se mejoro
el tamafo de las nanoparticulas ddndonos aproximadamente los mismos tamafios
que presenta el articulo de Calvo?8.

Con los resultados obtenidos por el DLS, optamos por cargar con guercetina las
nanoparticulas de quitosano de pH 5 y peso molecular bajo como se puede
observar en la grafica 11. Una vez cargas con quercetina se obtuvo un tamafio de
poblacion de 631.5 nm, donde casi el 100 % de la poblacion total de
nanoparticulas ronda entre los 708.5 nm y que cuenta con un PDI de 0.304 que
nos proporciona nanoparticulas con un indice de polidispersidad idéneo en la
poblacién y el tamafio obtenido entra dentro del rango Optimo para nuestro
propésito (Gréfica 12).

Se realizé por medio de un espectrofotometro Beckman Coulter DU 520 una
evaluacion de la eficiencia del cargado total de quercetina que se encontraba
presente en estas NP’s, dandonos como resultado final un porcentaje de 82.36%,
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esto nos dice que del 100% de quercetina que agregamos a la solucién, mas del
80% fue captado por las redes poliméricas que presenta el CS en las NP’s.

No obstante, las nanoparticulas de &cido hialurénico realizadas por el método de
secado por aspersion mostradas en la Grafica 18 presentaron mejores
propiedades en lo que respecta a su tamafo, brindandonos una poblacion de
431.0 n.my un PDI de 0.152.

Estas NP’S también fueron sometidas a una evaluacion de eficiencia del cargado
total de quercetina, donde primero se hizo una lectura en el espectrofotdmetro de
las NP’s del tratamiento D en etanol, a 320nm, dandonos un resultado de
0.478nm, sin embargo, en este resultado no se hacia presente la lectura del AH
total en la solucion, asi que se opt6 por leer de forma separada una muestra con
AH, mas la solucién de acido acético preparada previamente.

Se hicieron 3 lecturas para sacar un promedio, la primera de 0.075, la segunda de
0.084 y una tercera de 0.084, el promedio fue de 0.081; Esta lectura fue restada a
los 0.478nm obtenidos por el espectrofotometro, dandonos un resultado de
absorbancia de 0.397 nm.

Gracias a esto, calculamos que se captd, por las NP’s de AH, el 85.23% de la
quercetina utilizada en el proceso de cargado, que representa un 2.87% mas alto
en comparacién con las NP’s de CS.

El rendimiento calculado en el proceso de estas NP’s nos proporcion6 un total de
35.6%, que, aunque el rendimiento parece bajo, se le atribuye a que gran parte del
secado de la muestra quedd en forma de residuo en la manguera de silicon, el
compartimiento del secador y el recipiente de recoleccién del equipo de secado.

Observados estos resultados decidimos utilizar las NP’s de AH para posteriores
investigaciones, por esta razon se leyeron las NP’s por medio de AFM como se
observan en la Figura 14, con la finalidad de tener una vision topogréfica de las
mismas.
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14. CONCLUSIONES.
El objetivo principal de la presente tesis fue demostrar que era posible hacer una
sintesis de nanoparticulas a base de los dos biopolimeros (quitosano y acido
hialuronico) cargados con el flavonoide quercetina, esto debido a tres razones de
interés:

1. Porque se sabe que este flavonoide posee propiedades naturales como lo
son: anticancerigenas, anti mutagénicas, apoptaoticas, anti
ateroescleroticas, antidiabéticas, anti- inflamatorias, antibacterianas y
antivirales!®34

2. Sin embargo, una de las propiedades que presenta la quercetina es su baja
solubilidad en el intestino , llegando a ser biodisponible solo el 5.3%
después de la administracion oral3®

3. A esto se le suma el problema de ser una molécula fotosensible, debido a la
deslocalizacion en los enlaces presentes en sus anillos fendlicos, por lo
tanto, es sumamente dificil garantizar una bioactividad por parte de la
molécula, sin que llegue a oxidarse.

Siendo, por estos dos motivos de vital importancia, la creacion de un vehiculo
compatible con el organismo para la distribucién y absorcion de nuestra molécula
bioactiva, con el fin de aumentar su potencial y utilizarla como posible tratamiento
en enfermedades crénico-degenerativas

De esta forma llegamos a la conclusién que tanto las NP’s de CS como de AH
presentan un alto potencial de encapsulacion y retencion del principio activo que
en complemento con su capacidad de presentar un comportamiento de
hinchamiento al entrar en contacto con un cambio de pH en el ambiente ,las
convierte en perfectos acarreadores de farmacos para el suministro por via
gastrica sin comprometer la toxicidad biolégicamente hablando, ya que posee
dentro de sus propiedades, biocompatibilidad, biodegradacion, antibacteriano vy,
contribuye en la prolongacion del tiempo de circulacion.

También, las dos nanoparticulas cargadas, llegaron a presentar tamafios de
poblacién acordes para su movilidad a través de barreras biolégicas para su facil
acceso a las células diana.

A pesar de las excelentes propiedades que presentaron ambas NP’s, cabe
destacar que las NP’s de AH sintetizadas por medio del método de secado por
aspersion son las elegidas debido a que representa a nivel industrial una mejor
opcion economicamente hablando y con respecto al tiempo que conlleva realizar
su sintesis. El rendimiento calculado en el proceso de estas NP’s nos proporciona
un total de 35.6%, por lo tanto, basandonos en estos resultados llegamos a la
conclusion que las NP’s de AH son las elegidas para continuar con posteriores
estudios de estabilidad y compatibilidad.

Pagina | 54



Estos resultados nos proporcionan informacién importante para el disefio y
sintesis de sistemas de suministro de nanoparticulas poliméricas acarreadoras de
moléculas bioactivas con el fin de mejorar o potenciar las propiedades naturales
de estas.

Uno de los objetivos que se tienen para estas nanoparticulas, a futuro, es su
utilizacién en alimentos comunes de la dieta mexicana, de esta forma es posible
implementar un tratamiento a enfermedades de tipo cronico degenerativas que
aguejan a un elevado numero de personas en la poblacion.
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