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REPORTE PAP

Presentacion Institucional de los Proyectos de Aplicacion Profesional

Los Proyectos de Aplicacion Profesional (PAP) son una modalidad educativa del ITESO en la
que el estudiante aplica sus saberes y competencias socio-profesionales para el desarrollo
de un proyecto que plantea soluciones a problemas de entornos reales. Su espiritu estd
dirigido para que el estudiante ejerza su profesion mediante una perspectiva ética y

socialmente responsable.

A través de las actividades realizadas en el PAP, se acreditan el servicio social y la opcion
terminal. Asi, en este reporte se documentan las actividades que tuvieron lugar durante el
desarrollo del proyecto, sus incidencias en el entorno, y las reflexiones y aprendizajes

profesionales que el estudiante desarrollo en el transcurso de su labor.

Resumen

La aplicacion de compuestos bioactivos se ve limitada por su baja solubilidad y alto riesgo
de deterioro dentro del entorno fisiologico. El objetivo de este proyecto, desarrollado
dentro del Centro de Investigacidn y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco,
A.C. (CIATE)), fue crear un protocolo para obtener y estudiar un sistema nanoestructurado
a base de biopolimeros como la maltodextrina, para proteger y direccionar un compuesto
bioactivo. De igual manera, se propuso comprobar su eficiencia y durabilidad dentro de un
modelo tisular in vitro. Al utilizar combinaciones de polimeros como material pared de una
emulsién de aceite en agua desecada por aspersion, se logré obtener un lote homogéneo
de nanocapsulas con un tamafio promedio de 188.1 nm + 2.049, sin aceite libre apreciable
y de morfologia redonda. Esto se obtuvo a través de la adicidn del emulsificante Tween 80
a una concentracién optimizada del 10%, mas la adicion de la mezcla polimérica
previamente disuelta y la utilizacién de Ultra-Turrax y bafio ultrasénico de punta para la
creacion y homogeneizacion de la emulsidn. El producto final de este trabajo sugiere el

potencial de la nanoencapsulacion polimérica en la vehiculacién de compuestos bioactivos,



con potencial de farmacos para usos en el tratamiento de enfermedades posterior al

analisis de su eficiencia en modelos tisulares in vitro.-

1. Introduccion

1.1. Objetivos

Objetivo General

Evaluar las interacciones entre los polimeros y las moléculas bioactivas para determinar las
condiciones apropiadas para sintetizar capsulas poliméricas a escala nanométrica que
mejoren la efectividad en la entrega dirigida de farmacos a érganos blanco.

El objetivo general del grupo a corto plazo es desarrollar sistemas innovadores en el area
farmacoldgica de entrega dirigida de farmacos labiles o inestables con potencial terapéutico
en su forma quimica original. Ademas de contribuir al conocimiento cientifico a través de la
publicacion de resultados en revistas cientificas de alto impacto. A mediano plazo se busca
desarrollar productos de bajo costo, eficaces y competitivos en el mercado para
tratamiento de enfermedades crénico-degenerativas (Fibrosis). Finalmente, se busca a
largo plazo crear terapias alternativas para la mitigacion de enfermedades que actualmente

no tienen cura (Cirrosis hepatica y artritis).

Objetivos Especificos

1. Evaluar in silico las interacciones moleculares entre los grupos funcionales de los
polimeros biocompatibles y los grupos funcionales de las moléculas bioactivas de
eleccion para determinar los mecanismos de unidn y los tipos de enlace quimico a
obtener.

2. Obtener mediante sintesis organica capsulas nanométricas capaces de vehiculizar a
moléculas bioactivas de naturaleza polar y no polar labiles en el ambiente.

3. Caracterizar fisicoquimicamente la composicion de los nanoencapsulados, su

morfologia y tamafio, ademds de estabilidad y parametros de degradabilidad.



4. Evaluar la Dbiodisponibilidad y la farmacodindmica de los farmacos

nanoencapsulados en modelos tisulares in vitro.

1.2. Justificacion

Para el desarrollo de este proyecto es necesario conocer las diferentes metodologias y
materiales usados actualmente en el tema de nanoencapsulacion, plasmados en la
literatura, para determinar las condiciones mas apropiadas de encapsulamiento y el
método de administracién adecuado. A partir de esta informacién, se definird un protocolo
acorde al tipo de polimero, con la metodologia de sintesis de la encapsulacion y las pruebas
necesarias para revisar las principales propiedades.

Después de optimizar el proceso de fabricacion de las nanocdpsulas, se les anadira un
ligando que se una al receptor de un tejido u 6rgano especifico. Finalmente, se probara la
efectividad del farmaco encapsulado como terapéutico para enfermedades crdnicas.

Las moléculas bioactivas son estudiadas actualmente como candidatas para el tratamiento
de diversas enfermedades por sus propiedades farmacoldgicas y bioldgicas, bajo costo y
toxicidad. Desafortunadamente, su aplicacion a escala macrométrica se ve limitada por
ciertas desventajas como baja estabilidad, pobre solubilidad y poca absorcién vy
biodisponibilidad en el cuerpo, asi como fallas en su especificacion.

La incorporacion de estas moléculas en estructuras nanomeétricas es un factor determinante
para evitar la liberacién prematura causada por la interaccién con enzimas, cambios de
temperaturay diferencias de pH en el medio fisioldgico y a su vez facilitar el paso al torrente
sanguineo y la protecciéon de factores ambientales. Ademas, su tamafio nanométrico facilita
el paso por los tejidos y la absorcién celular (1). Las principales estructuras nanométricas
para entrega de farmacos son: liposomas, nanoparticulas (biopoliméricas, ceramicas y
metalicas), micelas y dendrimeros (2).

El desarrollo de estas nanoparticulas poliméricas resulta ventajoso, pues son mas faciles de
producir y de escalar a comparacién de otras como aquellas a base de liposomas, ademas
de tener alto nivel de estabilidad (3). Ademas, al utilizar polimeros biocompatibles y
biodegradables especificamente seleccionados, como la maltodextrina, se evita el riesgo

que representa la variabilidad en niveles de toxicidad segun el tamafo de particula,
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presente en algunos de los polimeros mas usados para nanoencapsulacion como el acido

polilactico (4).ce

1.3 Antecedentes

La linea de investigacion de la que forma parte este proyecto es medicina regenerativa, en
el desarrollo de fdrmacos de origen natural y efectivos para la proteccidn de érganos, tejidos
y células. Dentro de la unidad de Biotecnologia Médica y Farmacéutica en CIATEJ
Guadalajara, se encuentra el grupo de investigacién dirigido por el Dr. Hugo Esquivel Solis,
gue tiene bajo su direcciéon a dos alumnos de Doctorado, una alumna de Maestria y
estudiantes de diferentes disciplinas realizando estancias profesionales.

El objetivo de este PAP (Proyecto de Aplicacion Profesional) complementa el trabajo
realizado previamente por el Dr. y los estudiantes en la identificacién de reactivos de bajo
costo con alto impacto terapéutico y la creacién de modelos de tejido in vitro (organoides)
para probarlos. Aunque estos farmacos y sus concentraciones optimas han sido tema
estudiado a lo largo del proceso de formacidn de los estudiantes; esta es la primera vez que
se intenta la creacion de un medio de transporte direccionable y no viral que ademas los

proteja dentro del entorno fisioldgico humano.

1.3. Contexto

Las enfermedades crdnicas representan actualmente uno de los mayores retos para el
sistema de salud debido a su complejidad y alta mortalidad, asi como el alto costo a los
sistemas de salud. Los padecimientos cardiovasculares y respiratorios, la diabetes, el cdncer
y la insuficiencia renal crénica representan alrededor del 71% de las muertes a nivel global
(5).

En México, durante el periodo 2007-2017 y hasta la fecha, ocupan las primeras posiciones

en el listado de causas de muerte (Figura 1).



¢ Qué causa la mayoria de las muertes?

Ranking 2007 Ranking 2017 % de Cambio 2007-2017

Cardiopatias isquémicas Cardiopatias isquémicas 60.4%

Enf renal crénica Enf renal crénica 52.3%

Diabetes Diabetes 57.3%

Cirrosis Violencia interpersonal 215.3%

Enfermedades vascular cerebral Cirrosis 29.1%
Alzheimer Enfermedades vascular cerebral 35.9%

EPOC Alzheimer 48.8%

Accidentes de transito EPOC 38.9%

Infec. Resp. Bajas Infec. Resp. Bajas 27.0%

Desérdenes del periodo Neonatal Accidentes de transito 5.1%
Violencia interpersonal Te- ‘0 Desérdenes del periodo Neonatal -16.9%

Figura 1 Causas principales de muerte 2007-2017 y porcentaje de cambio (6)

Estas enfermedades van en aumento, resultando en un incremento en la demanda de sus
tratamientos, que son costosos y requieren constante aplicacién. Durante el 2019, la
inflacién de medicamentos subié 4.8% en México, resultando afectados principalmente los
usados para diabetes, cardiovasculares y los antibioticos (7). En 2019, en el Hospital Civil de
Guadalajara, el 80% de las pacientes con enfermedad renal crdnica abandonaron

tratamiento por los altos costos que involucra su padecimiento (8).

Debido a esta situacién, ademas del establecimiento de reformas que fomenten el acceso
equitativo a los medicamentos y servicios de salud, es necesaria la creacion de nuevos
modelos de tratamiento que sean efectivos y accesibles. Es aqui donde la innovacién

tecnoldgica resulta indispensable.

El sector farmacéutico en México se basa principalmente en la manufactura, pero no en la
innovacion. La Camara Nacional de la Industria Farmacéutica reporta que México es el
segundo mercado mas grande de Ameérica Latina para esta industria. Tiene un valor
promedio de 14,500 millones de ddlares anuales, ya que 14 de las 15 principales empresas

del sector a nivel internacional se encuentran ubicadas en el pais (9)

Estos ingresos no se han visto reflejados en la innovacidn, especialmente a nivel estatal. De

acuerdo con el Plan Estatal de Desarrollo Jalisco (2013-2033), el estado tiene uno de los



indices de gasto en materia de ciencia, tecnologia e innovacion mas bajos a nivel nacional
con 0.43% del PIB estatal; cuando la media nacional es de 1.0% del PIB (Producto Interno

Bruto) (10)

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 2018 destacd que los paises mas pobres del
mundo pueden ganar 350 000 millones de ddlares hasta el 2030 al invertir en la prevencion
y tratamiento de las enfermedades crdnicas. Esto supone un gasto adicional de 1.27 délares
por persona al afio, pero colaboraria a la salvacion de mas de 8 millones de vidas en el
mismo tiempo, lo cual ayuda a aumentar la productividad y esperanza de vida de los paises

de bajos y medianos ingresos (11).

Los productos naturales destacan por sus propiedades bioldgicas y quimicas, ademas que
cerca del 25% de los principales compuestos farmacéuticos actuales y sus derivados
provienen de fuentes naturales. Esto los convierte en un camino favorable para el desarrollo

de farmacos innovadores (1).

En este contexto, la medicina regenerativa representa un nicho de oportunidad para la
inversién en materia de salud a través de la implementacién de la nanotecnologia para
mejorar la eficiencia de tratamientos a base de productos naturales. Cabe destacar que el
mercado a nivel mundial de la nanomedicina para el periodo 2016-2017 fue de 140 mil
millones de délares y se espera que alcance los 350 mil millones para el afio 2025 con una

tasa de crecimiento anual aproximada del 10% (12).

En el caso de no adoptar nuevas medidas, se calcula una pérdida de productividad total de

7000 billones de délares entre 2011 y 2025 entre los paises en desarrollo (13).

En términos de innovacién, la aplicacion de esta investigacidn representa un cambio de
paradigma en cuanto al tratamiento de enfermedades crdnicas, al usar compuestos
naturales con un abordaje farmacoldgico y uno biotecnolégico, para mejorar su eficiencia.
Ademas, el trabajo en este proyecto tiene gran impacto como estudiante de ultimo ano de
la carrera, pues es un mayor acercamiento al panorama real de la investigacion en el paisy

una oportunidad para aprender de personas con gran experiencia en el drea farmacoldgica.
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Trae consigo varios retos, como disefiar protocolos, realizar cultivo celular, analisis quimico
de la interaccion entre compuestos, entre otros; los cuales ayudan a complementar el
conocimiento previamente adquirido. Ademas, fomenta la inclusion de mas jovenes en el

campo de la investigacion.

2. Desarrollo

2.1. Sustento tedrico y metodoldgico

Existen diferentes compuestos bioactivos como los acidos hidroxicinamicos, probidticos y
aceites esenciales, que poseen propiedades antioxidantes, antiinflamatorias,
antitumorales, entre otras. Desafortunadamente, su aplicacion se ve limitada en
formulaciones de alimentos y medicamentos porque son quimicamente inestables, poco
solubles y susceptibles a la degeneracion oxidativa. Por esta razon, en los ultimos anos se
ha prestado mucha atencién a la creacidén de sistemas de transporte nanoestructurados
para estos compuestos, que ayuden a controlar su interaccidén con el ambiente fisioldgico,
favoreciendo la liberacidn controlada dentro del cuerpo y enmascarando sabores u olores
indeseados (14). La seleccion del material encapsulante, su concentracion y la técnica de
encapsulacion son factores determinantes en la creacion de un sistema estable que permita

al compuesto activo llegar a su destino y tener mayor eficiencia.

Algunas técnicas populares para encapsular compuestos bioactivos son: emulsificacion,
secado por aspersion, liofilizacion, electroespinning y coacervacién. Las nanoemulsiones se
basan en gotas de entre 50-200 nm formadas a partir de una fase acuosa, una de aceite y
la adicion de un surfactante como el polisorbato 80 (Tween 80) (Figura 2.1). Este tipo de
sistema se destaca por tener la capacidad de almacenar grandes cantidades de farmacos
hidrofobicos y protegerlos de la degradacion quimica y enzimatica (15). De hecho, Chen, H.,
et al. crearon una microemulsion de aceite en agua con hasta 3.3% p/p de fenetil éster de
acido cafeico con tamafo de particula menor a los 20 nm y que fue estable hasta por 180

dias con alta citotoxicidad en células cancerigenas de colon y mama (16).



Lipophilic drug

Emulsifier/surfactanat
layer

Figura 2.1 Representacion de una nanoemulsién -de aceite en agua (15)

La formacion final de las nanoestructuras se da a_través del secado por aspersion, cuyo
principio se explicara posteriormente, pero en general consiste en la extraccidon casi
espontdnea del solvente del sistema para obtener capsulas secas con mayor estabilidad y
vida util. Debido a que en este sistema se usan temperaturas relativamente altas (60 —
180°C), es importante el uso de polimeros termoprotectores.

La maltodextrina es un polimero de bajo peso molecular creado a partir de la hidrélisis de
almidoén. Es muy usado como material encapsulante debido a su alta solubilidad en agua
(70% aproximadamente) y baja viscosidad en solucion, lo que evita la aglomeracion.
Ademas, es econdmica y protege a los compuestos de degradacion térmica durante el
secado y almacenamiento, aunque no tiene mucha capacidad emulsificante. Por este
motivo, actualmente existen muchos estudios sobre su combinacion con surfactantes,
gomas, polisacaridos o proteinas para mejorar la eficiencia de encapsulamiento y control
de liberaciéon del material encapsulado (17).

Medina-Torres L. et al., en 2016 {afe}-encapsularon exitosamente infusiones de laurel, que
tiene propiedades antiinflamatoria y antioxidante, usando maltodextrina y secado por
aspersion. Asi obtuvieron una liberacidon controlada del 70% del compuesto durante 48
horas en condiciones similares a las del tracto digestivo (18). Por su parte, Silva V. M., Vieira
G. S. y Hubinger M. D. estudiaron la influencia de la combinacion de almidones, gomas y
maltodextrina en la eficiencia de encapsulacion de emulsiones de aceite de café verde por
medio de secado por aspersion. Estas estructuras mostraron tener alta retencidn del aceite
(83-99%) y estabilidad fisica y oxidativa, a la vez que se mantuvo el factor de proteccién de

UVB propio del aceite (19).



2.2. Planeacién y seguimiento del proyecto

e Descripcidon del proyecto

Durante este proyecto se cred un protocolo para sintetizar y caracterizar nanocapsulas de
compuestos bioactivos hidrofébicos utilizando biopolimeros. En general, el proceso se basa
en la dispersion de la molécula bioactiva hidrofdbica en aceite que después se emulsifica
con biopolimeros como la maltodextrina, se analiza el tamafio de particula, se seca por
aspersion y finalmente se caracteriza en cuanto a morfologia, actividad antioxidante,
tamafio de particula, etc.

El compuesto hidrofébico solubilizado en etanol se concentra en aceite utilizando un
rotavapor Buchi R-215. Este sistema (Figura 2.2) ayuda a acelerar el proceso de evaporacion
del solvente (etanol) para dejar solamente el compuesto disperso en aceite. Lo hace al rotar
el matraz de bola donde se encuentra la solucién, para incrementar el area superficial,
mientras se calienta en el bano de agua y se reduce la presidén del sistema con vacio para
bajar el punto de evaporacién del solvente. Después de evaporarse, el solvente pasa por un
tubo serpentin llamado condensador, rodeado por agua fria que circula para ayudar a
enfriar el solvente para regresarlo a fase liquida y sea depositado en un matraz recibidor

para poder ser reutilizado o desechado adecuadamente (20).
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Figura 2.2 Rotavapor Buchi R-215 (21)
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Después de la dispersion de la molécula bioactiva en aceite, se crea la emulsién con la
mezcla, un emulsificante (Tween 80) y la maltodextrina previamente disuelta en agua,
utilizando dos mecanismos en tandem: primero con un dispersor Ultra-Turrax T 25 digital
(Figura 2.3) y después con un ultrasonicador de punta Sonics Materials VCX (Figura 2.4). El
Ultra-Turrax, tal como se muestra en la Figura 2.3, es un dispositivo en forma tubular con
un rotor en la punta, que se coloca dentro de la solucion en el tubo vy el rotor es activado
por un motor de potencia ajustable que puede llegar hasta 25,000 rpm (22). Primero se
utiliza por 2 minutos a 8,000 rpm para homogeneizar la solucién de maltodextrina en agua
gue posteriormente se agrego al aceite y emulsificante para formar la emulsién a 9,000 rpm

por 5 minutos.

Figura 2.3 Ultra-Turrax T 25 digital (22)

Posteriormente, se utiliza sonicacién debido a que se ha demostrado que este proceso
ayuda a reducir el tamafio de particula de emulsiones previamente hechas y mejorar su
estabilidad (23). Un ultrasonicador de punta tiene un generador que crea una seial eléctrica
que pasa un transductor con cristales piezoeléctricos que responden directamente a la
electricidad y la convierten en vibracién mecanica (ultrasonido). El sonicador conserva y

amplifica la vibracion hasta que pasa a la sonda. La sonda se mueve en el tiempo con la

11



vibracion para transmitirla a la solucién y se mueve arriba y abajo rapidamente. Es posible
controlar la amplitud de senal segun las propiedades de la solucidon (24). Durante este
proceso, se mantienen las soluciones en hielo, pues la energia de las ondas sonoras crea
friccidn en la solucidn, que a su vez genera calor. Por el mismo motivo, se utiliza durante 10

minutos al 70% de amplitud-en intervalos de 2 minutos con 1-2 minutos de descanso.

Figura 2.4 Sonicador ultrasénico de punta Sonics Materials VCX (25)

Después se analiza el tamafio de particula con un Zetasizer Nano ZS90 para asegurarse que
esté por debajo de 200 nm, que es el tamafo utilizado para aplicaciones farmacolégicas y
necesario para que puedan ser esterilizadas con un filtro de 0.2 um. Para esto, se disuelve
la muestra al 1% v/v {velumen/velument-en agua destilada y se toma 1 mL, el cual se coloca

en la celda transparente del equipo.

El Zatasizer Nano realiza mediciones de tamafio de particula utilizando un proceso llamado
Dispersion Dinamica de la Luz (DLS), también conocida como Espectroscopia de Correlacién
de Fotones (SPC). En el sistema necesario para dicho proceso, tal como se puede observar
en la Figura 2.5 a), un laser (1) con atenuador (4) ilumina las particulas de la solucién en la
celda (2) y el detector (3) posicionado a 90° mide la intensidad de la luz dispersa para
obtener el movimiento browniano y relacionarlo con el tamafio de particula. El movimiento
browniano es el movimiento en reposo de las particulas debido a la colisién aleatoria con

las moléculas de agua que rodean a la particula. Una caracteristica importante del
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movimiento browniano para el DLS es que las particulas pequefias se mueven rapidamente

y las grandes se mueven mas lentamente (Figura 2.5 b)) (26).

a) b)

Small particles moving quickly

I O N O O OO T OO

T T T T

Time —» 10

Large particles moving slowly

AARRANRRRRR R RannnasnnnRnanRIRRRRRERRRRRRRRIRRRRRIRIIRRRNNY
= ~

O O T LT T

Time —» o

Figura 2.5 a) Mecanismo del Zetasizer, b) relacidon entre movimiento y tamafio de particula (26)

La relacidon entre el tamafio de una particula y su velocidad debido al movimiento

Browniano se define en la ecuacién de Stokes-Einstein (Ecuacion 1).

kT
~ 3mnD Ecuacién 1 (27)

d(H)

Donde d(H) es el tamafio de particula [m], D es el coeficiente de difusidn [m?/s], k es la
constante de Boltzmann [m2kg/s*K], T es la temperatura absoluta [K] y 1 es la viscosidad

[Pa*s=kg/m*s].

La sefial de intensidad de dispersidn pasa del detector a un procesador de sefiales digitales
llamado correlacionador (5), que compara la intensidad de dispersidon en intervalos de
tiempo sucesivos para derivar la velocidad a la que varia la intensidad. Esta informacion se
pasa desde el equipo (Figura 2.6 a)) a una computadora (6), donde el seftware-programa
del Zetasizer analiza los datos y se obtiene la informacion sobre el tamano de particula

automaticamente, como se muestra en la Figura 2.6 b) (26).
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a ) b) ) Intensity PSD (M)

Sample Name: 200nm Polystyrene Latex
SOP Name: 200 size plastic cell sop
File Name: Example Results S.dts Dispersant Name: Water
Record Number: 62 Dispersant RI: 1.330
Material RE 1.59 Viscosity (cP): 0.8872
& Material Absorbtion: 0.01 Measurement Date and Time: 30 May 2008 16:25:25
—e
\ Temperature (°C): 250 Duration Used (s): 60
Count Rate (kcps): 317.9 Measurement Position (mm): 1.05
Cell Description: Glass cuvette with round aperture Attenuator: 3
Diam. (nm) %intensity  Width (nm)
Z-Average (d.nm): 200.0 Peak 1: 208.9 100.0 43.08
Pdi: 0.012 Peak 2: 0.000 0o 0.000
Intercept: 0.945 Peak 3: 0.000 0o 0.000
Result quality : Good
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Figura 2.6 a) Zetasizer ZS90 (28), b) Formato de resultados (26)

Después de verificar el tamafio de particula, se pasa al proceso de secado para materiales
termosensibles, utilizando un secador por aspersion Yamato ADL311S (Figura 2.7 a). Este
proceso (Figura 2.7 b), permite la formacion de particulas con tamafio semi-homogéneo en
polvo. La emulsién se diluye con agua destilada para tener una concentracion final del 1%
p/Vv {pesefvelumenty se coloca en un matraz sobre una placa de agitacion durante todo el
proceso para que las particulas no se precipiten. La soluciéon se alimenta con un flujo
ajustable a través de una manguera hacia un atomizador, que convierte la solucién en
pequefias gotas liquidas. Las gotas son expulsadas a una cdmara de gas seco donde se
vaporiza el liquido y el sélido pasa a un separador ciclénico que separa las particulas secas
del gas secante y las pasa al contenedor de recuperacién. La humedad final del polvo se

controla ajustando la temperatura del aire caliente (29).
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a) Air heating system b)
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Figura 2.7 a) Representacidn esquematica del mecanismo de secado por aspersion: 1. Atomizacion, 2.
Conversion de gotas a particulas (Secado) y 3. Recoleccidn de particulas (29). b) Secador por aspersion
Yamato ADL311S (30).

Para visualizar las particulas de manera sencilla se utiliza un microscopio 6ptico Leica con
camara ICC50W, que con luz visible y un sistema de lentes permite crear imagenes
magnificadas de objetos pequefios. Primero se prepara la muestra al dispersar 0.01 g del
polvo en 1 mL de agua destilada, se pone una gota de la solucién sobre un porta muestras
de vidrio, se le coloca un cubreobjetos encima y se espera a que se evapore el agua a
temperatura ambiente para colocarla sobre la platina del microscopio. Debido a que son
particulas en el rango nanoscépico se utiliza una magnificacién de 400x y posteriormente,
para tomar fotos, magnificacion de 1000x. Para esta ultima magnificacion se agrega una
gota de aceite de inmersidn sobre el cubreobjetos de la muestra para que se concentre la
luz del objetivo y se aumente la resolucidn. La imagen se visualiza en la computadora

usando el software Leica EZ 3.4.0 que ademas permite la medicidén de tamafio de particula.
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Figura 2.8 Microscopio Optico Leica con cdmara (31)

e Plan de trabajo
En la Tabla 2.1 se muestra la secuencia de actividades que se siguieron durante las ocho
primeras semanas del proyecto de aplicacién profesional incluyendo investigacién en
literatura, actividades técnicas y asesoria por parte de los demds miembros del grupo, el Dr.
Hugo Esquivel Solis y otros doctores con experiencia en el tema de encapsulacién, como el

Dr. Hugo Espinosa Andrews, también de CIATEJ.
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Tabla 2.1 Cronograma de actividades realizadas de la semana 1a 8

Semana

Actividades

Recursos

Preparacion y
Aprobacion de
protocolo de
encapsulacion

Investigacion de
posibles polimeros

Investigacion de
técnicas de
encapsulamiento

Investigacion de
caracterizacion
necesaria

Creacidn del protocolo
completo

Asesoria con el grupo
completo en seminario

Encapsulamiento de
compuesto activo en
matriz biopolimérica

Preparacién del equipo

Creacién de la emulsion
de aceite en agua con
material pared

Rotavapor,
Ultra-
Turrax

Secado de cépsulas

Secador
por
aspersion

Investigacion de
Optimizacion de
proceso

Asesoria con el Dr.
Hugo Espinosa y Dr.
Hugo Esquivel

Seminario

Encapsulamiento
optimizado con Tween
80

Preparacién del equipo

Encapsulamiento de
compuesto activo con
Tween 80

Adicion del material
pared (polimeros)

Determinacién de
tamafio de particula

Zetasizer

Seminario

Pruebas de tamaiio de
particula con la adicién
de material pared
sélido y previamente
disuelto

Junta con el Dr. Hugo
Espinosa
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Preparacién de
soluciones de material

pared

Preparacién de Rotavapor,
emulsiones con Tween | Ultra-

80 y material pared Turrax
Determinacién de Zetasizer
tamafio de particula

Seminario

Fabricacion de
nanocapsulas

Preparacién de equipo

Preparacién de
soluciones de material

pared

Preparacién de

emulsiones

Determinacion de Zetasizer

tamafio de particula

Secado de cépsulas Secador
por
aspersion

Andlisis de morfologia Microscopi
o Optico

Junta con el Dr. Hugo
Esquivel

Tabla 2.2 Categorias de actividades realizadas a lo largo del proyecto

Proceso en general _

Revisidn de literatura y trabajo escrito
Proceso de fabricacidon
Proceso de caracterizacién

Juntas y seminarios

e Desarrollo de propuesta de mejora
En la seccidn anterior, “Descripcion del proyecto”, se explica el proceso de forma detallada
de la sintesis de nanocdpsulas biopoliméricas y de dos de los métodos de caracterizacion
posibles (Zetasizer y Microscopio éptico). Las actividades ya realizadas, se organizaron de
manera cronoldgica durante 8 semanas, como se establece en la seccién de “Plan de
trabajo”. A continuacién, se presentan las mejorias hechas durante el proceso de creacién
y caracterizacion de las nanocapsulas junto con algunas evidencias de los resultados de la

seccion 3.
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El protocolo elaborado pasd por diferentes modificaciones. La primera vez que se encapsuld
el compuesto activo, se realizo la emulsién como se describe anteriormente, pero sin usar
el emulsificante Tween 80, simplemente se utilizd una combinacion de biopolimeros
incluyendo maltodextrina y se paso6 al secado por aspersién con temperatura de 120°C y
60°C de entrada vy salida respectivamente. De este proceso se obtuvo un polvo aceitoso
(Figura 2.9).

““

:
./

A J
Figura 2.9 Nanocdpsulas obtenidas después del proceso de secado por aspersion

La presencia del aceite en la superficie del polvo es sefial de la mala encapsulacion de este.
Durante la asesoria con el Dr. Hugo Esquivel y el Dr. Hugo Espinosa, se sugirio hacer pruebas
con el uso de un emulsificante como Tween 80 previo a la adicidn de los biopolimeros. Por
este motivo se hicieron emulsiones de aceite en agua con Tween 80 en concentracion de 5
y 10% v/v {relumen/velumen)-de la solucion total, sin la adicion de maltodextrina u otro
biopolimero. Se utilizd Ultra-Turrax a 9,000 rpm por 1 minuto y medio y el sonicador
ultrasénico de punta por 10 minutos en intervalos de 2 minutos después de los cuales se
tomo una muestra para poder definir duracion optima segun el tamafio de particula. Las 10
muestras obtenidas segun la variacién de tiempo y concentracidn de emulsificante se
analizaron con el Zetasizer y a partir de los resultados se cred el grafico mostrado en la

Figura 2.10.
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Figura 2.10 Comparacion de tamafio de particula de emulsiones de aceite en agua con Tween 80 a 2
diferentes concentraciones (5 y 10% del volumen total de solucidon v/v) y diferente tiempo de
sonicacion ultrasénica.

A partir de estos resultados se decidié utilizar una concentracion de Tween 80 al 10% y un
tiempo se sonicacion de 10 minutos. Una vez definidos estos parametros se realizé
nuevamente el proceso de emulsificacion, con la adicién de los biopolimeros incluyendo
maltodextrina a la solucidn antes de usar el Ultra-Turrax. Se utilizaron 2 condiciones, bajo
la misma concentracion, a una muestra se le adicioné la combinacién de polimeros
directamente en polvo y a otra se le agregd previamente disuelta en agua por 3 horas para
gue se saturara el polimero. Al analizar las muestras con Zetasizer se obtuvo un tamarfio de
particula de 211.6+6.921y 224.1+7.766 nm con la adicidn de polimero disuelto y en polvo
respectivamente (Figura 2.11y Figura 2.12). Debido a que los picos observados en la grafica
se concentran en un mismo punto, se puede concluir que tienen poblaciones de particulas

con un tamafio mayormente homogéneo.
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Results

Size (d.nm... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 2241 Peak 1: 2994 97,0 144,5
Pdl: 0,228 Peak2: 49,50 3,0 10,92
Intercept: 0,943 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality Good
Size Distribution by Intensity
12
10
é 8
&
> 8
2
£ 4
2 \
0
0.1 1 10 1000 10000
Size (d.nm)
[ Record 7: NFS 1 Record 8: NFS2  ——— Record 9: NFS 3|

Figura 2.11 Tamafio de particula medido con Zetasizer de las muestras con la adicién de polimero

directamente en polvo.

Results
Size (d.nm... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 2116 Peak 1: 280,8 94,5 127,8
Pdl: 0,232 Peak 2: 64,00 55 11,15
Intercept: 0,954 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality Good
Size Distribution by Intensity
12
10
=
e
s
S 6
£
£ 4
2
0
0.1 1 10 1000 10000
Size (d.nm)
[ Record 4: NFL 1 Record 5: NFL 2 Record 6: NFL 3

Figura 2.12 Tamafio de particula medido con Zetasizer de las muestras con la adicién de polimero

previamente disuelto en agua
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A partir de la informacién obtenida se realizé otra emulsién del compuesto bioactivo,
utilizando 2 combinaciones de polimeros previamente disueltos como encapsulantes junto
con el Tween 80 de la manera que se explica en “Descripcidon del proyecto”.

La emulsidn final se secd utilizando el secador por aspersién a una temperatura de 175°Cy

60°C de entrada y salida, respectivamente (Figura 2.13 a), para que no quedara humedad

formdandose el polvo mostrado en la Figura 2.13 b.

L6 D\
Figura 2.13 a) Parametros de secado. b) Formacidn de nanocapsulas de compuesto bioactivo en
polvo durante el proceso de secado por aspersion.

A partir de este polvo se hizo el andlisis de las particulas en el microscopio dptico

utilizando magnificacién de 400x y 1000x para ver su morfologia (Figura 2.14).
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Figura 2.14 Observacion de morfologia d Ia anocépsulas utiIiadcTeI microscopio éptico Leica
con cdmara conectada a una computadora
Posteriormente se busca realizar un analisis mas profundo de la morfologia de las
nanocapsulas utilizando microscopios mas potentes como el Microscopio Electrdnico de
Barrido (SEM). Ademas, es necesario caracterizar las propiedades de estos sistemas
nanoestructurados en cuanto a su biocompatibilidad, eficiencia de encapsulamiento, asi
como resistencia a variaciones de temperaturay pH similares a las que se enfrentaria dentro
del cuerpo utilizando un sistema in vitro. Para el compuesto bioactivo, es necesario
comprobar que sus propiedades no se hayan visto comprometidas por el proceso de
encapsulamiento, desde su capacidad antioxidante utilizando un espectrofotémetro UV,

hasta su eficiencia como farmaco con la dosis encapsulada utilizando organoides.

3. Resultados del trabajo profesional

Como se describié en el apartado anterior, durante el proceso de desarrollo de las
nanocapsulas poliméricas se hicieron modificaciones en el protocolo en cuanto a la
concentracion del emulsificante Tween 80, en la condicion de los polimeros previo a su
adicion a la emulsidn y en las condiciones de secado por aspersion, segun la bibliografia y
los datos obtenidos del trabajo experimental y el analisis del tamano de particula con el

Zetasizer 7590. Después de definir estos pardmetros, se llegd a un protocolo de
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encapsulacién con el que, utilizando dos combinaciones de polimeros, se obtuvieron las

emulsiones mostradas en la Figura 3.1.

~
-

~N
e
Q
K%
=
=
i

Figura 3.1 Emulsion de aceite en agua del compuesto bioactivo con 2 mezclas poliméricas

Previo al secado por aspersién, se analizd el tamafio de particula de estas emulsiones con
el Zetasizer ZS90, el cudl resulté ser 314.5+8.549 nm para la emulsién 1y 188.1+ 2.409 nm
para la emulsidén 2, como se muestra en las Figuras 3.2 y 3.3 respectivamente. En este caso
se observa que, para la primera muestra (Figura 3.2), hay mucha dispersion de picos, lo que
indica que hay particulas con tamafos diferentes de entre 100 nm hasta entrar a la escala
micrométrica. En la gréfica de la segunda muestra por su parte, (Figura 3.3) los picos de
lectura del equipo se concentran en un mismo punto (188.1 nm), por lo que, de acuerdo

con este analisis, sus particulas tienen un tamano mas homogéneo.

24



Results

Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 314,5 Peak 1: 253,8 56,7 103,9
Pdl: 0,514 Peak 2: 1676 433 701,2
Intercept: 0,889 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality Good

Size Distribution by Intensity
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Record 16: S1_MD_HM 1 Record 17: $1_MD_HM 2 Record 18: $1_MD_HM 3|

Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 1881 Peak 1: 2443 100,0 127,3
Pdl: 0,211 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,948 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Figura 3.2 Tamafio de particula medido con Zetasizer de la emulsién 1

Result quality Good

Intensity (Percent)

Size Distribution by Intensity
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Figura 3.3 Tamafio de particula medido con Zetasizer de la emulsién 2
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Posteriormente, se secd por aspersion utilizando las condiciones optimizadas, con las cuales
se obtuvo el polvo mostrado en la Figura 3.4. A pesar de haberse usado el mismo volumen
de muestra previo al secado de la encapsulacién con mezcla copolimérica uno (Figura 3.4
a), se obtuvo menor polvo que en el caso de la mezcla copolimérica dos, (Figura 3.4 b). Esta
diferencia puede ser resultado de diferentes factores dentro de los cuales destaca la
eficiencia del proceso de secado por aspersidn. Se usaron las mismas condiciones en cuanto
a temperatura, presion y flujo para ambas muestras, pero debido a las diferencias en las
propiedades de las mezclas poliméricas usadas y de las particulas creadas, como viscosidad
y densidad, mas particulas de la emulsidn 1 se quedaron atrapadas en el secador que en el
caso de la emulsién 2. Ademas, el polvo total de la emulsién 1 tiene un tamafio de grano

observable mayor y es mdas denso que el de la emulsién 2 (32).

Figura 3.4 Polvo obtenido después del proceso de secado por aspersion de la emulsién a) 1y b) 2.

Con la visualizacidon de estos polvos con microscopio éptico Leica con cdmara ICC50W,
utilizando magnificacion de 400x y 1000x, fue posible determinar la morfologia circular
caracteristica de estas capsulas a escala nanométrica, mostrada en las Figuras 3.5y 3.6. De
igual manera, estas imagenes coinciden con los resultados obtenidos en la medicion de

tamafio de particula con el Zetasizer.

26



Para la primera emulsiéon se determind que el tamaino promedio de particula es de
314.548.549 nm, pero hay varias poblaciones de particulas con diferentes tamafios; esto
mismo se obtuvo a través de la microscopia Optica mostrada en la Figura 3.5, a 400X
aparecen diversas particulas con gran diferencia de tamafo, y a 1000X se aprecian unas
pequefias aglomeraciones de particulas, cada una con un tamafio que tiende a rebasar los
200 nm. Lo mismo ocurre en el caso de la emulsién 2, pues previamente se determind un
tamafio de particula promedio de 188.1+ 2.409 nm con la mayor parte de la poblacién de
particulas concentrada en esta medida y en la Figura 3.6 se observan particulas en su

mayoria debajo de los 200 nm de didmetro con variaciones mucho menos drasticas

comparadas con la primera emulsién.

Figura 3.5 Caracterizacién con microscopio Optico de las capsulas obtenidas con la emulsién 1 utilizando
magnificacion de a) 400X y b) 1000X

FO-DGA-CPAP-0017
27



Figura 3.6 Caracterizacién con microscopio Optico de las capsulas obtenidas con la emulsién 2 utilizando
magnificacion de a) 400X y b) 1000X.

4. Reflexiones del alumno o alumnos sobre sus aprendizajes, las implicaciones éticas
y los aportes sociales del proyecto

e Aprendizajes profesionales

Este proyecto signific6 para mi una gran oportunidad para acercarme al campo de la
medicina con un acercamiento nano y biotecnoldgico, que siempre me ha gustado y que no
habia tenido mucha oportunidad de apreciar dentro de mi carga curricular.

Debido a que la mayoria de los proyectos en los que he participado durante la carrera han
sido utilizando compuestos inorganicos, fue completamente diferente trabajar con
compuestos organicos y tener que considerar ciertos pardmetros como la esterilizacion
para que el producto final pueda utilizarse de manera segura como farmaco.

En cuanto a conocimientos técnicos, en el drea biotecnoldgica tuve la oportunidad de
refrescar mi conocimiento en técnicas de cultivo, aprendi a hacer extraccién de material
genético, los pasos bdsicos para la formacion de organoides de higado, junto con las
diferentes células que los componen, su morfologia, funcién y cuidado. De mi formacion,
practiqué el procesamiento de imagenes, la capacidad de analisis de datos, creacion de un

protocolo, conocimientos basicos de laboratorio, entre otros.

FO-DGA-CPAP-0017
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Uno de los mayores retos a los que me enfrenté personalmente fue al desarrollo del
protocolo, pues involucré mucha creatividad y cuestionamiento para poder generar
propuestas innovadoras en base a mucha investigacidon sobre lo que ya se esta
desarrollando, las propiedades de los compuestos a los que se tenia acceso y el equipo para
sintetizar y caracterizar los sistemas nanoestructurados. Esto también me hizo admirar
mucho mas el trabajo del Dr. Hugo Esquivel Solis, sus estudiantes y todos los que estan
involucrados en el campo farmacolégico, pues a pesar de que la inversion en la investigacion
en México es baja, ellos encuentran la manera de seguir adelante con su trabajo.

En México hay 20 empresas de nanomedicina pero muy pocas de ellas se enfocan en
aplicaciones médicas. Ademds, se enfrentan a problemas como regulacién, costos,
aseguramiento de calidad, educacion, recursos humanos, consideraciones éticas, etc. Por
esta razén, para el desarrollo de este sector, es de vital importancia la colaboracién de los
centros de investigacion y universidades con las empresas para generar productos que

pasen de la investigacion al mercado de manera efectiva (33).

e Aprendizajes sociales

Como ya se mencioné anteriormente, los padecimientos cardiovasculares y respiratorios,
el cancer y enfermedades crdénicas son de las principales causas de muerte en México y a
nivel mundial, siendo uno de los factores principales el poco acceso a terapias y
medicamentos accesibles y efectivos. Otro problema es que muchas terapias actuales
tienen elementos toxicos y al no ser direccionables, tienden a afectar tanto tejido enfermo
como sano. El trabajo en general del grupo del Dr. Hugo Esquivel Solis aportan a la solucién
de estas problematicas al buscar compuestos bioactivos naturales, que procesados de
manera sustentable y escalable, puedan convertirse en farmacos efectivos y econdmicos
para el tratamiento de enfermedades cronicas.

Sin embargo, muchos de los compuestos bioactivos se ven limitados en su aplicacion al ser
insolubles o vulnerables a las condiciones fisiolégicas como temperatura y pH. Por esta

razén, resulta de gran importancia la investigacion en el desarrollo de un vehiculo

29



nanoestructurado que permita la entrega minimamente invasiva y direccionada del
farmaco, para mejorar su efectividad, durabilidad y seguridad.
En el aspecto econdmico, esta linea de investigacién, al ser un camino hacia la cura de
diversas enfermedades para la sociedad en general, representa un aumento de calidad de
vida y productividad. Ademas, representa para el pais la oportunidad de formar parte del
mercado para la administracién de farmacos que en el 2010 fue estimado en mas de mil
millones de délares y se espera que para 2021 suba a 136 mil millones de délares (34).
Los saberes adquiridos al hacer las nanoestructuras para vehiculizar farmacos partiendo de
recursos naturales y accesibles es algo que se puede aplicar a cualquier otra industria desde
mi punto de vista, pues demuestra que es posible hacer productos innovadores que no
requieran de demasiada inversion econémica ni por el productor ni por el cliente.

e Aprendizajes éticos
La sociedad se enfrenta a diversos retos y la salud es definitivamente uno de los mas
importantes. La participacion en esta investigacion me brindd la oportunidad de ver de
cerca la investigacion que se esta llevando a cabo para encontrar la cura de padecimientos
cronicos y me invita a no conformarme con la realidad, a buscar medios para crear
productos innovadores pensados desde un punto tanto econdmico como social.

e Aprendizajes en lo personal
Este proyecto ayudo a reafirmar mi interés por el area médica, conoci diferentes métodos
de sintesis como el secado por aspersion, formé parte de investigacion real que se lleva a
cabo en un centro como CIATEJ colaborando con personas de alto conocimiento académico,
aprendi algunas técnicas y bases de biotecnologia, etc.
Dentro de la dindamica grupal disfruté mucho del constante apoyo entre todos los miembros
y de los seminarios, debido a que tanto el Dr. como los demas integrantes del grupo me
pedian fundamentar cada paso que realizaba o explicaba, me ensefié a llegar ain mas
afondo en la investigacidon, que es un rasgo que siento que se ha perdido en el sistema de

educacién normal y es una herramienta muy importante para la vida diaria.
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5. Conclusiones

Se cred un sistema nanoestructurado en forma de cdpsulas copoliméticas para el transporte
de un compuesto bioactivo de baja solubilidad. En primera instancia se hizo directamente
la dispersion del compuesto en aceite y se emulsificd con la mezcla polimérica. Después de
secar la emulsién por aspersion se obtuvo un polvo aceitoso, por lo que se decidid utilizar
el emulsificante Tween 80 junto con los polimeros. Después de hacer variaciones de
concentracion del emulsificante y analizar el tamano de particula correspondiente, se
determind la cantidad 6ptima. De igual manera, se hicieron variaciones en los tiempos de
bafio ultrasénico de punta para la homogeneizacién de la emulsidn y en la forma de agregar

la mezcla polimérica a la emulsion.

Una vez definidos los parametros, se llevo a cabo la encapsulacién del compuesto bioactivo
con 2 mezclas copoliméricas. Del analisis de tamafio de particula con Zetasizer se obtuvo
que la primera mezcla tiene una poblacion de tamafo alrededor predominante de 314.5
nm aunque no homogénea, mientras que en la segunda es de 188.1 nm y es mas
homogénea. De la observacion de ambas muestras después del secado por aspersidén con
microscopio éptico, se pudo apreciar la morfologia redonda caracteristica de este tipo de
capsulas. De esta manera se obtuvo un sistema con gran potencial para la entrega dirigida
de farmacos poco solubles que colabore a la creacién de productos de bajo costo, naturales
y competitivos en el mercado para tratamiento de enfermedades crénico-degenerativas

como la Fibrosis, segun el objetivo inicial del proyecto.

Se espera en trabajos futuros evaluar la farmacodindmica del compuesto en modelos
tisulares in vitro y el comportamiento del sistema nanoestrucutrado en condiciones

fisioldgicas para pasar a direccionar el sistema utilizando ligandos.

Esta investigacion marcé un buen punto de inicio de la investigacion y creacién de este tipo
de sistemas dentro del grupo con el que tuve el honor de colaborar y también fue una pieza

clave en mi desarrollo profesional y personal.
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