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Resumen

La epilepsia es uno de los trastornos neuroldgicos mas comunes alrededor del mundo, esta
se presenta de diferentes maneras y afecta en gran medida la calidad de vida de quienes la
padecen, por lo que un adecuado tratamiento es fundamental, sin embargo, la baja
biodisponibilidad y la dificultad para alcanzar una dosis efectiva en el cerebro, son algunos

de los principales problemas a la hora de su tratamiento con farmacos antiepilépticos.

El diseiio y la aplicaciéon de nuevos métodos o sistemas para la entrega de farmacos en el
tratamiento de afecciones en el sistema nervioso central, ha tomado fuerza en los ultimos
afios, siendo la nanotecnologia uno de los personajes que aparece constantemente, pues
las propiedades que los sistemas nanoestructurados pueden aportar a estos son

sumamente interesantes.

En el presente proyecto se propone el disefio de un sistema a base de nanoparticulas de
quitosano, sintetizadas por el método de gelaciéon idnica, que funciona como un
acarreador/liberador de farmacos antiepilépticos adheridos superficialmente a las
nanoparticulas, el cual potencialmente podria representar una alternativa para aumentar
la dosis que logra alcanzar realmente al cerebro. El analisis y caracterizacion del sistema nos
indicé la presencia de nanoparticulas, las cuales se encuentran interactuando Unicamente
de manera fisica, por medio de interacciones intermoleculares con el farmaco, estas
nanoparticulas presentan una muy buena estabilidad, sobre todo en medio acido, llegando
a formar aglomerados en pH neutro. Por medio de la microscopia electrdnica de barrido, se
pudo confirmar la forma cuasiesférica de las nanoparticulas y tamafios cercanos a los 200
nm. Finalmente, el perfil de liberacion nos sugirié que la liberacion del farmaco sucede en
dos etapas, la primera de ellas muy rapida en la cual se libera cerca del 70% del activo y la

segunda de manera lenta y sostenida liberando alrededor de un 20% adicional en 24 h.
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Capitulo 1

Introduccion

La epilepsia, uno de los trastornos neurolégicos mas comunes, es una enfermedad que
afecta a personas de todo el mundo y se caracteriza por la generacién de movimientos
involuntarios del cuerpo, que en ocasiones pueden estar acompanados de la pérdida del
conocimiento (Organizacion Mundial de la Salud, 2019), dichos episodios reciben el nombre
de crisis epilépticas y podemos encontrar una vasta variedad de ellas. En México existen
alrededor de 3 millones de personas que se ven afectadas por la enfermedad (Divulgacion
de la Ciencia, 2018), teniendo como algunos de los factores de riesgo mds importantes, la
edad, malformaciones genéticas, accidentes cerebrovasculares, asi como algunas

enfermedades como la cisticercosis y el paludismo.

Para tratar este padecimiento existen distintas estrategias, siendo la mas comun el uso de
farmacos que actian en el foco epiléptico y controlan la aparicion de estos episodios,
algunos de los mas utilizados son el acido valproico, la carbamacepina, la fenitoina y la
gabapentina (Bustamante, 2003); sin embargo, en un gran nimero de casos, los pacientes
presentan resistencia a dichos principios activos y se opta por la combinacion de varios de
ellos, desafortunadamente, la mayoria de las veces no se obtienen los resultados deseados,
por lo que el desarrollo de otras opciones de tratamiento para esta enfermedad resulta de

suma importancia.

En la actualidad el mayor problema que se tiene con el uso de los farmacos antiepilépticos
es su baja biodisponibilidad en sitio diana, pues al tratarse de afecciones en el cerebro los
farmacos destinados a su tratamiento deben atravesar la barrera hematoencefalica (BHE),
gue actua como un filtro a través del cual Unicamente los materiales con ciertas
caracteristicas pueden penetrar, entre dichas caracteristicas se encuentran el tamafio y la
lipofilicidad (Musumeci et al., 2019), siendo normalmente los mas pequefios los mas

favorecidos.




Utilizando como base este requerimiento, en los ultimos afios se han desarrollado sistemas
a base de nanoestructuras (por su pequefio tamafio), que pueden fungir como acarreadores
de diferentes tipos de principios activos, como proteinas o farmacos (Rosillo-De La Torre et
al., 2015), los cuales, inclusive pueden ser biodirigidos hacia un tejido especifico en el
organismo, mejorando asi la eficacia de los principios activos y disminuyendo las dosis

necesarias para lograrlo.

Estos nanosistemas pueden estar basados en distintos tipos de nanoestructuras, pero en el
caso de aquellas con aplicaciones neuroldgicas parecen ser las nanoparticulas (NPs)
esféricas las que presentan las caracteristicas éptimas para atravesar la BHE, es por ello que
los sistemas mayormente reportados en la literatura son NPs con el activo cargado, ya sea
en la superficie o encapsulado en el interior, pudiendo estar constituidas de materiales
organicos o inorgdnicos, siempre que cumplan con los requerimientos para su uso dentro

del organismo.

Para este caso, las NPs poliméricas resultan bastante interesantes, pues por sus
propiedades de biocompatibilidad, biodegradabilidad e incluso la capacidad de ser
reabsorbidas, ademas de los variados métodos de sintesis, representan una excelente

opcidn para su aplicacién en el sistema nervioso.

El quitosano es un polisacdrido natural que se encuentra presente en los caparazones de
algunos crustaceos y presenta propiedades bioldgicas excepcionales, tales como
mucoadhesividad, biocompatibilidad y biodegradabilidad (Bento et al., 2015). La sintesis en
su forma nanoparticulada puede darse por distintos métodos, algunos de los cuales pueden

ser altamente controlables y sencillos.

Es por ello que, en el presente proyecto se plantea una propuesta para el disefio de un
sistema nanoparticulado a base de quitosano, cargado con farmacos antiepilépticos en la
superficie, el cual pudiera representar una alternativa a los fdrmacos convencionales y
ayudarlos a llegar al foco epiléptico con una mayor eficacia, y potencialmente lograr el

control de la epilepsia.




Capitulo 2

Antecedentes

2.1 Padecimientos del Sistema Nervioso Central

Hoy en dia, las enfermedades y desordenes neuroldgicos se encuentran entre las mayores
causas de muerte e invalidez alrededor del mundo. Hasta el dia de hoy, el diagndstico y
tratamiento de algunos desordenes neuroldgicos tales como el Alzheimer, el Parkinson, la
enfermedad de Huntington, tumores cerebrales y |la epilepsia siguen representando un reto

para la comunidad cientifica (Naqgvi et al., 2020).

Uno de los retos mas importantes, es la dificultad para entregar agentes como farmacos,
acidos nucleicos, proteinas, agentes de contraste u otras macromoléculas en el sistema
nervioso central (SNC) a través de las barreras periféricas, siendo la mas importante de ellas,

la barrera hematoencefalica (BHE) (Naqvi et al., 2020).

2.1.1 Barrera hematoencefalica (BHE)

La BHE es el cuello de botella en el desarrollo de farmacos de entrega en el cerebro y es
sencillamente el factor limitante mds importante en el futuro crecimiento de las
neuroterapias (Pardridge, 2005). El propdsito principal de esta barrera es proteger al
sistema nervioso central de sustancias potencialmente peligrosas y es por ello que evita la
entrada de un gran nimero de activos y a su vez, limita la permeabilidad y retencién de

dichas moléculas en el mismo (Shringarpure et al., 2021).

La BHE se localiza en las células endoteliales que componen los microvasos sanguineos del
cerebro (Figura 1). Esta representa mas de 650 km de intercambio entre la sangre y el

cerebro, los cuales son muy heterogéneos. Esta compleja red de microvasos se compone




de arteriolas pre-capilares, capilares y vénulas post-capilares, los cuales presentan
diferentes organizaciones anatdmicas, tamafios y fenotipos de barrera. Otro punto
importante a ser resaltado es la ausencia de fenotipo de barrera en algunos espacios poco
vascularizados del cerebro como, por ejemplo, érganos circumventriculares y el plexo

coroideo (Gosselet et al., 2021).

En todo lo demas, las células endoteliales de la BHE muestran un fenotipo de barrera
representado por una ausencia de fenestraciones, una disminucién o ausencia de actividad
pinocitica, la presencia de uniones estrechas (tight junctions) asociadas a adherentes y

brechas de salida entre células adyacentes (Gosselet et al., 2021).

Debido principalmente a la presencia de esas uniones estrechas entre las células, lo cual
mantiene sellado el espacio paracelular, muy pocas moléculas pueden ser difundidas a
través de dos células endoteliales de la BHE (Figura 1). Es por ello que, las pequefias
moléculas lipofilicas con un peso molecular menor a 500 Da podrian ser difundidas de
manera pasiva a través de las membranas de estas células, siguiendo sus gradientes de

concentraciéon (Gosselet et al., 2021).

Transporte Transporte
Difusién  paracelular de proteinas Unién
¢ estrecha

4

Cglulc
endotelial

Figura 1. Representacion de la BHE y las formas de transporte que se dan en ella (Modificada de (Martos-Silvan, 2020)).




Sin embargo, este fendmeno depende altamente de algunos pardmetros fisico-quimicos,
como lo son, el peso molecular, su lipofilicidad, la carga, el nimero de donadores y

aceptores de enlace de hidrégeno y el area de superficie polar (Gosselet et al., 2021).

Para el caso de moléculas mas grandes, como proteinas, lipoproteinas o péptidos, la ruta
transcelular a través de las células endoteliales de la BHE, requiere de su interacciéon con
receptores especificos y mecanismos de transcitosis (Figura 1). Este proceso es altamente
especifico y requiere de la formacién de vesiculas de endocitosis. A pesar de eso, el
transporte intracelular de este tipo de moléculas entre la sangre y el cerebro aun es muy

poco comprendido (Gosselet et al., 2021).

Para lograr mejores resultados en la administracién de activos para tratar padecimientos
del SNC se han investigado distintos enfoques, siendo uno de ellos, la eleccidon de una via
de administracién que resulte beneficiosa para el propdsito en particular, entre las mas
utilizadas se encuentran la via oral, intravenosa, intramuscular, subcutdnea y mas
recientemente se ha estudiado la via de administracion intranasal para este tipo de

aplicaciones.

2.1.2 Vias de administracion

Existen distintas vias por las cuales los farmacos pueden ser administrados al organismo
(Figura 2) y la eleccién de la mejor opcion dependera, no solo de la naturaleza del farmaco
en cuestiodn, sino también de algunos factores como las caracteristicas del paciente, la

situacion médica que se presente y el tejido diana que se busque alcanzar con el activo.

Cada una de las diferentes vias presenta distintas ventajas y desventajas, dependiendo cual

sea el objetivo a alcanzar.
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Figura 2. Entrada de farmacos al cerebro por medio de diferentes rutas.

Via oral

La via de administracién oral es la mas sencilla y mas conveniente, debido a que puede ser
administrada desde casa, los farmacos toman la forma de pastillas, capsulas o liquidos que
no requieren de mayores conocimientos para ser ingeridos, debido a esto es la que se

utiliza con mayor frecuencia (The Leukemia & Lymphoma Society, 2011).

Sin embargo, tiene algunas limitaciones debidas al trayecto caracteristico que debe seguir
el fdrmaco a lo largo del tracto digestivo. La absorcién por via oral puede comenzar en la
boca y el estdmago. No obstante, habitualmente el fdrmaco se absorbe en el intestino
delgado. El farmaco atraviesa la pared intestinal y viaja hasta el higado antes de ser
transportado por el torrente sanguineo hasta el tejido diana, por lo cual su camino se vera
intervenido por la BHE (Figura 2). La pared intestinal y el higado metabolizan muchos

farmacos, disminuyendo la cantidad de farmaco que llega al torrente sanguineo (Le, 2020).
Algunas ocasiones en las cuales debe optarse por otra via de administracién son cuando:

e El paciente no puede ingerir nada.
e Serequiere la administracion rapida y en dosis especificas o muy altas.

e El farmaco tiene una absorcidn erratica en el tracto gastrointestinal.




Via intravenosa, intramuscular y subcutdnea

Para la administracidn por via intravenosa se inserta una aguja directamente en una vena.
La via intravenosa es la mejor manera de administrar una dosis precisa en todo el organismo
de modo rapido y bien controlado. Cuando un farmaco se administra por via intravenosa se
distribuye de inmediato al torrente sanguineo y tiende a tener un efecto mas rapido que
cuando se suministra por cualquier otra via, sin embargo, al igual que en el caso
intramuscular y subcutaneo, también deberd sobrepasar la BHE para alcanzar el cerebro

(Figura 2).

El efecto de un farmaco administrado por esta via suele durar menos tiempo. Por lo tanto,
algunos medicamentos deben administrarse de modo continuo para mantener constante
su efecto. También se utiliza para la administracién de soluciones irritantes que producirian
dolor o dafiarian los tejidos si se utilizaran por via subcutanea o en inyeccién intramuscular.
Una inyeccién intravenosa suele ser mas dificil de administrar que una inyeccién

subcutdnea o intramuscular (Le, 2020).

La via intramuscular es preferida a la via subcutdnea cuando se requiere administrar mayor
volumen de un farmaco. Debido a que los musculos estan a mayor profundidad, bajo la piel
y los tejidos grasos, se utiliza una aguja mas larga. Los fdrmacos suelen inyectarse en un
musculo del brazo, en el muslo o en el gluteo. La rapidez con que el farmaco es absorbido
en el torrente sanguineo depende, en parte, del suministro de sangre al musculo: cuanto
menor sea el aporte de sangre, mds tiempo necesitard el farmaco para ser absorbido (Le,

2020).

Para la administracion por via subcutanea se inserta una aguja en el tejido adiposo (graso)
justo bajo la piel. Una vez inyectado el farmaco, este se desplaza hacia los pequefios vasos
sanguineos (capilares) y es arrastrado por el torrente sanguineo. Como alternativa, un
farmaco llega al torrente sanguineo a través de los vasos linfaticos. Los farmacos de
proteinas de gran tamafio, como la insulina, suelen alcanzar el torrente sanguineo a través

de los vasos linfaticos debido a que se mueven lentamente desde los tejidos hasta el interior




de los capilares. La via subcutanea es la que se utiliza para la administracién de muchos
farmacos proteicos, ya que si se suministraran por via oral serian destruidos en el tracto

digestivo (Le, 2020).

Via intratecal

Para los casos de tratamientos en el sistema nervioso central, en algunas ocasiones suele
utilizarse la terapia por via intratecal, que permite una mayor entrega del activo en el sitio
de interés, sin embargo, esta resulta ser invasiva y por ende no se utiliza en la mayoria de

los casos.

En esta terapia se lleva a cabo una puncién lumbar insertando una aguja dentro del canal
espinal, procedimiento que puede llevarse a cabo con anestesia local o general (The

Leukemia & Lymphoma Society, 2011).

En este procedimiento se inserta una aguja entre dos vértebras en la parte inferior de la
columna vertebral y dentro del espacio que se encuentra alrededor de la médula espinal. El
farmaco se inyecta en el conducto raquideo. Esta via se utiliza cuando es necesario que un
farmaco produzca un efecto rédpido o local en el cerebro, en la médula espinal o en las
membranas que los envuelven (meninges), ya que se evita el paso por la BHE (Figura 2), por

ejemplo para el tratamiento de infecciones en estas estructuras (Le, 2020).

Via intranasal

Recientemente se ha aplicado esta via de administracion para terapias que involucren el
SNC, debido a que se evitan efectos de primer paso, se llega mas rapidamente al sitio diana

y se piensa que es una buena opcion para librar la BHE.

El propdsito principal de la administracion de farmacos por la via nasal, cuando el sitio diana
es el cerebro, es ayudar a los farmacos a atravesar la BHE con facilidad para llegar a su
destino (Figura 2). La administracién intranasal puede ser un sustituto positivo y

esperanzador en la entrega de farmacos en el tejido cerebral. Esta puede considerarse




como una via de administracion de farmacos beneficiosa debido a su enfoque no invasivo,
de igual manera es una via de administracién segura y muy conveniente para los pacientes

debido a que es posible aplicarla por si mismos. (Gangurde et al., 2019).

Las ventajas de los sistemas de administracion intranasal son una administracion directa al
cerebro, la reduccién de la dosis del fdirmaco en comparacién con la administracién oral
para obtener la misma respuesta terapéutica, la reduccién de los efectos secundarios
experimentados cuando otras vias de administracion del farmaco son utilizadas y una

mejora en su farmacocinética (Gangurde et al., 2019).

Durante la administraciéon del fdrmaco por esta via, es preferible que la formulacion se
administre por una de las dos fosas nasales. Debido a que la superficie del sitio es mayor,
se espera que la absorcién del farmaco sea mayor y mejor, lo que aumenta la eficacia del
farmaco. La administracién del fdrmaco a través de la cavidad nasal es indolora y de facil
acceso. La presencia de mucosa a lo largo de la cavidad nasal proporciona una basta
vascularizacién y ayuda a evitar el llamado metabolismo de primer paso (Tirker et al.,

2004).

2.1.3 Estrategias utilizadas para atravesar la Barrera Hematoencefalica

Ademas de la via de administracién del farmaco, se han explorado distintas estrategias que
permitan atravesar de manera satisfactoria la BHE. Dichas estrategias han ido
evolucionando a lo largo del tiempo y hacen uso de distintos avances tecnolégicos para

lograrlo.

Modificar las propiedades fisicoquimicas de los farmacos

Debido principalmente a las uniones estrechas que presentan las células endoteliales de la
BHE, la permeabilidad de los farmacos recae en el transporte paracelular a través de la

misma, el cual se da, principalmente, mediante transporte pasivo. Es por ello que, con el fin




de mejorar la permeabilidad de estos compuestos, una serie de propiedades fisicoquimicas,

especificamente 5 de ellas, deben ser ajustadas previamente.

Entre dichas propiedades se encuentran, el peso molecular, la lipofilicidad, el area
superficial polar, los enlaces de hidrégeno y la carga. La aplicacion de estos 5 parametros
para el disefio de farmacos para el SNC, fue propuesta por Lipinski en el 2001 y recibe el
nombre de “la regla de 5”. Esta regla nos dice que habra problemas de permeabilidad o

absorcion por difusién pasiva cuando un prototipo presente:

a) mas de 5 donadores de puentes de hidrégeno,
b) un peso molecular mayor a 500 Da,
c) un coeficiente de reparto octanol-agua (C log P) mayor a 5,

d) mas de 10 aceptores de puentes de hidrégeno.

Sin embargo, a pesar de la optimizacién de estas propiedades, podemos encontrar muy
pocos casos de éxito, pues la modificacién de esas caracteristicas no solo afecta la
permeabilidad a través de la BHE, sino que también afectard todos los procesos de
liberacidn, absorcidn, distribucion, metabolismo, y excrecién (LADME) dentro del cuerpo

humano, pudiendo resultar asi en escenarios no deseados (Gosselet et al., 2021).

Abrir la BHE para promover el paso de los farmacos

Otro método utilizado para entregar de manera satisfactoria moléculas a través de la BHE,
es la interrupcién transitoria de la misma, esta se puede llevar a cabo de diferentes

maneras, pero entre las mas utilizadas se encuentran dos.

La primera de ellas, es mediante una inyeccidn intracarotidea de una solucidon hipertdnica
con activos tales como la arabinosa o el manitol (aunque existen otras alternativas), esto
provoca un chogue osmatico en las células endoteliales que conforman la BHE, lo cual lleva
a una salida excesiva de agua en las células, que deriva en un encogimiento celular. Lo
anterior provoca una apertura fisica en la barrera, que serd corregida en algunos minutos

(entre 10 y 20), sin embargo, durante ese tiempo, cualquier sustancia podrd ingresar con




facilidad al SNC, lo cual pone en riesgo al paciente, pues cualquier agente patégeno podria
ingresar también, por lo que debe ser realizada por neurocirujanos suficientemente

calificados y bajo condiciones sumamente controladas (Gosselet et al., 2021).

La otra manera de realizar la apertura de la BHE es mediante el uso de ondas ultrasénicas
focalizadas, el desarrollo de este método es relativamente reciente y consiste en someter a
la zona craneal del paciente en regiones especificas a las ondas ultrasdnicas controladas,
estas se transmitiran en forma de microburbujas que se inyectaran en el flujo sanguineo
cerebral llevando a su oscilacién y permitiéndoles asi interactuar con las células
endoteliales, provocando, la interrupcién de las uniones estrechas, la sonoporacién de las
membranas celulares y la estimulacidon de la transcitosis (Gosselet et al., 2021). Esto resulta
ser muy esperanzador, sin embargo, aun es necesario realizar mas pruebas y comprender

mejor los mecanismos que ocurren en el proceso.

Utilizar nanomateriales como transportadores

Desde hace ya varios afios, los nanomateriales (materiales que cuentan con al menos una
de sus dimensiones con un tamafio entre 1 y 100 nm, como se verda mas adelante) han sido
estudiados para mejorar la entrega de farmacos en el cerebro, obteniéndose resultados
bastante alentadores. Estos nanomateriales pueden estar construidos con materiales
organicos o inorganicos y pueden tener, o no, algun recubrimiento. El activo que
transportan puede estar dispuesto en el interior en forma de nucleo, disperso en la matriz

o adherido a la superficie.

La primera molécula en ser disefiada con NPs para entrega en el cerebro fue el dalargin, un
hexapéptido con un peso molecular de alrededor de 700 Da y propiedades analgésicas. Se
observé que cuando dicho activo se encontraba adherido en la superficie de las NPs de
polibutil-cinanoacrilato (PBCA) recubiertas con Polisorbato 80 (PS80), se obtenia un fuerte
efecto analgésico en el SNC de ratones, tras su aplicacién por via intravenosa, mientras que
dicho efecto no se mostraba al administrar el dalargin en su forma tradicional (Wilson,

2009). Ejemplos como este ahora podemos encontrar una enorme cantidad en la literatura.
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El uso de estas NPs resulta bastante prometedor para su aplicacion en el SNC, pues no solo
permite proteger el cargo de una rapida degradacion o eliminacién, sino que también es
posible funcionalizarlas o modificarlas para que permeen de manera mas sencilla la BHE, lo
cual podria resultar una excelente opcién para el tratamiento de padecimientos como el

Alzheimer, la enfermedad de Parkinson o la epilepsia.

2.2. Epilepsia

2.2.1 Panorama general de la epilepsia

La epilepsia, segln la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), es una enfermedad cerebral
cronica que afecta a personas de todo el mundo y se caracteriza por convulsiones
recurrentes y espontaneas (Organizacién Mundial de la Salud, 2019). Estas convulsiones
son, en la mayoria de los casos, episodios breves de movimientos involuntarios que pueden
afectar a una parte del cerebro o a su totalidad y en ocasiones se acompaian de pérdida
del conocimiento y del control de los esfinteres, dichos episodios reciben el nombre de crisis

epilépticas.

La epilepsia es una de las condiciones neuroldgicas mas comunes a nivel mundial, siendo
asi que alrededor de 2.4 millones de personas son diagnosticadas cada afio (Ngugi et al.,
2013). Sin embargo, el nimero de nuevos casos puede llegar a ser el doble en paises
semidesarrollados en comparacion con paises de ingresos altos, lo cual, probablemente se
deba al mayor riesgo de enfermedades tales como la neurocisticercosis o el paludismo, pues
alrededor del 80% de las personas con algun tipo de epilepsia viven en paises de bajos y

medianos recursos (Organizacion Mundial de la Salud, 2019).

En nuestro pais cerca de 3 millones de personas padecen epilepsia, de las cuales cerca del

30% no responden al tratamiento farmacolégico clasico (Divulgacion de la Ciencia, 2018).




Un paciente diagnosticado con epilepsia puede llegar a presentar solo un tipo de crisis
durante un episodio epiléptico, sin embargo, también se pueden presentar episodios con

una combinacion de ellas.

2.2.2 Tipos de crisis epilépticas

De acuerdo con la clasificacion mas reciente de la Liga Internacional Contra la Epilepsia
(ILAE, por sus siglas en inglés), las crisis epilépticas estan divididas en tres categorias:

generalizadas, focales (también llamadas parciales) y espasmos epilépticos.

Las crisis generalizadas a su vez se dividen en distintos subtipos, los principales son crisis de
ausencia, crisis tonico-clénicas generalizadas (GTC), crisis miocldnicas vy crisis atdnicas. Las
crisis de ausencia involucran permanecer mirando un punto fijo sin respuesta alguna a
estimulos verbales externos, en ocasiones se pueden presentar tics oculares o cabeceos.
Las crisis GTC consisten en movimientos convulsivos bilaterales, es decir sacudidas bruscas
del cuerpo de manera inconsciente. Las crisis epilépticas miocldonicas constan de
movimientos cortos y repentinos que no se asocian con movimientos conscientes, son
contracciones musculares que pueden afectar uno o varios musculos, pueden presentarse
de manera generalizada y focal. Por ultimo, las crisis atdnicas consisten en la perdida de

tono muscular que a menudo resulta en caidas repentinas (Stafstrom & Carmant, 2015).

Las crisis focales se originan en las redes neuronales que estan limitadas a una parte
especifica de un hemisferio cerebral, mientras que las crisis generalizadas comienzan en
redes neuronales distribuidas bilateralmente. Una crisis podria comenzar de manera focal
y convertirse en generalizada, estas pueden originarse en la corteza cerebral o en

estructuras por debajo de ella (Stafstrom & Carmant, 2015).

Los espasmos epilépticos, por otro lado, se manifiestan por la repentina extensién o flexién
de las extremidades, la cual se mantiene por algunos segundos; estos pueden aparecer a

cualquier edad y su origen es aun incierto (Stafstrom & Carmant, 2015).




Aunque dependiendo del tipo de crisis que afecten al paciente puede ser mayor o menor el
impacto que estas tienen en la vida diaria del mismo, todas pueden llegar a representar un
riesgo para su integridad, por lo que un tratamiento adecuado para controlar las crisis

epilépticas es sumamente necesario.

2.2.3 Tratamiento para la epilepsia

El tratamiento de la epilepsia depende de los tipos de crisis que se presenten, ademas se
consideran algunos otros factores que pudieran interferir, algunos de estos son la edad del
paciente, la coadministracion de otros farmacos, asi como los posibles efectos secundarios
que el paciente pudiera presentar (Musumeci et al., 2019). Hasta hoy en dia no existen
terapias que curen la epilepsia, por lo que el tratamiento mantenido con farmacos de

control es la primera linea de tratamiento.

Una vez establecido el diagndstico se debe comenzar el tratamiento con el farmaco
antiepiléptico mds apropiado, algunos factores a tomar en cuenta en la eleccion de éste

deben ser:

o Tipo de epilepsia y caracteristicas de las crisis.
e Caracteristicas propias de los farmacos.

e Caracteristicas del paciente.

Por ejemplo, algunas crisis pueden empeorar con determinados farmacos, las crisis de
ausencia y las mioclénicas pueden verse empeoradas con el uso de carbamacepina,

fenitoina, gabapentina, tiagabina o vigabatrina.

Cuando las crisis epilépticas son muy frecuentes, se debe optar por farmacos antiepilépticos
(FAE) cuya dosis terapéutica se alcance en pocos dias y que permitan iniciar el tratamiento
via parental con el fin de alcanzar concentraciones plasmaticas suficientes en pocas horas

(Meca Lallana & Mora, 2009).




Actualmente se cuenta con una amplia variedad de FAEs que actuan bajo diferentes
mecanismos de accién y dirigidos a diferentes blancos terapéuticos, algunos de los sitios de
accién son los canales idnicos, receptores, enzimas o sistemas de recaptura de
neurotransmisores, lo cual permite tener cierta versatilidad al momento de prescribir un

tratamiento (Rodriguez et al., 2010).

Fdrmacos antiepilépticos (FAEs)

En la actualidad se conocen tres mecanismos de accidn por los que actuan los farmacos

antiepilépticos, estos son:

1) modulacién de canales idnicos dependientes de voltaje,
2) incremento de la accién inhibitoria mediada por el neurotransmisor GABA,

3) atenuacion de la transmisidn excitatoria (particularmente mediada por glutamato).

El objetivo de todos estos mecanismos es disminuir la excitabilidad neuronal. Algunos
farmacos pueden actuar a través de mds de uno de estos mecanismos, explicando asi su

amplio espectro de eficacia (Rodriguez et al., 2010).

Algunos de los fdrmacos antiepilépticos que pueden ser utilizados en casi todas las crisis

epilépticas, ya sea de administracion simple o combinada, se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Férmacos antiepilépticos mds utilizados y sus marcas comerciales.

Farmaco Marca comercial
Carbamazepina (CBZ) Tegretol
Etosuximida (ESM) Etosuximida
Gabapentina (GBP) Neurontin
Fenitoina (PHT) Epanutin, Neosidantoina, Sinergina
Fenobarbital (PB) Luminal, Gardenal, Luminaletas
Tiagabina (TGB) Gabitril
Acido valproico (VPA) Depakine
Vigabatrina (VGB) Sabrilex




En la Figura 3 se pueden observar las estructuras moleculares de algunos de los activos
mencionados en la tabla anterior, claramente se observa que una de las moléculas mas
sencillas es el acido valproico, pues no contiene ningun ciclo en su estructura, siendo un
acido carboxilico, lo cual podria resultar benéfico al momento de querer cargarlo sobre

algln acarreador, esto sin que se aumente demasiado el tamafio del sistema.
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Figura 3. Estructura quimica de algunos de los farmacos antiepilépticos mds utilizados. (Tomada de BUSTAMANTE, E.,
2003) (Bustamante, 2003)

Cruzar la BHE representa el principal obstaculo en el desarrollo de medicamentos para
enfermedades cerebrales a pesar de décadas de investigacion. La BHE esta formada por
células endoteliales que recubren los microvasos cerebrales, por lo tanto, los
medicamentos que actlan en el cerebro, incluidos los FAE, son generalmente lipofilicos,
para poder cruzar el endotelio cerebral a través de las membranas lipidicas (Musumeci et

al.,, 2019).

Algunos de los farmacos que resultan interesantes para su posible aplicaciéon en nuevos
sistemas de administracidn, debido a sus propiedades, amplio espectro y facil acceso son la

fenitoina sddica y el 4cido valproico o valproato de sodio.




Fenitoina

La fenitoina (PHT) es un fdrmaco usado desde la década de 1930, por su actividad
anticonvulsiva, en el tratamiento de crisis parciales y ténico-clénicas, su mecanismo de
accién es el bloqueo de canales de sodio dependientes de voltaje, inhibiendo de esta

manera la propagacion de descargas del foco epiléptico (Craig, 2005).

Se han reportado algunos otros usos para la fenitoina, como, por ejemplo, en la neuralgia
trigeminal, algunos trastornos del comportamiento y como un estabilizador para el

trastorno bipolar afectivo (Craig, 2005).

Presenta una absorcion oral lenta y variable, con una vida media larga y un metabolismo
hepatico, con excrecion por la orina. Puede llegar a provocar, en algunos casos, alteraciones

hematoldgicas, hiperplasia gingival, nduseas y vomitos (Bustamante, 2003).

Es un acido débil, el cual precipita en el ambiente acido gastrico. En dosis terapéuticas,
presenta una absorcién completa tras la administracién oral con un pico de concentracion
plasmatica en 1.5 a 3 h (Figura 4, A); mientras que su vida plasmatica media es de
aproximadamente 22 h en su estado estable. Este activo se une extensamente (alrededor
del 90%) a proteinas plasmaticas, especialmente a la albumina. Solo el fadrmaco libre es
farmacoldgicamente activo, el porcentaje de unién a proteinas puede reducirse por algunas
interacciones farmacoldgicas o cuando existen ciertas condiciones, como Ila

hipoalbuminemia (Craig, 2005).
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Figura 4. Farmacocinética de los FAEs fenitoina y dcido valproico, evaluada en ratones CD1. (Editada de (Markowitz et al.,
2010))

Acido valproico

El acido valproico (VPA), a diferencia de los demas antiepilépticos, no actia sobre un
receptor farmacoldgico, sino que ejerce su accién sobre tres enzimas, inhibe las GABA-
transaminasa y semialdehido deshidrogenasa y estimula la glutamato-deshidrogenasa, de
esta manera produce un aumento del neurotransmisor inhibitorio GABA, deteniendo la

descarga (Bustamante, 2003).

Es utilizado como antiepiléptico, desde su introduccién en 1978, en el manejo de crisis
parciales y generalizadas, y también como tratamiento para el manejo del trastorno bipolar

(Sztajnkrycer, 2002).

El 4cido valproico es un acido carboxilico de cadena ramificada simple (como se ve en la
Figura 3). Es un acido débil con un pK; de 4.8. Tras ingesta de la dosis terapéutica, presenta
una absorcidn rdpida a través del tracto gastrointestinal, con un pico en la concentracién
plasmatica que se alcanza de 1 a 4 h; la vida plasmatica ronda entre las 8 y las 21 h, con una
vida media de 12.2 h (Figura 4, B). El rango terapéutico de la concentracién se encuentra

entre los 50 pg/mLy los 150 pg/mL (Sztajnkrycer, 2002).

Su absorcidn por la via oral es completa y rdpida, presenta un metabolismo hepdtico y una

alta union a proteinas plasmaticas (Bustamante, 2003).




Lamentablemente, el tratamiento con este tipo de farmacos no siempre es efectivo, pues
la mayor parte del activo suministrado no termina por alcanzar el sitio diana (en este caso
el cerebro), por lo que se opta por usarlos en combinacién con uno o mas de los mismos,
sin embargo, en un gran numero de casos esto aun no es suficiente, pues los pacientes
desarrollan una especie de rechazo por los farmacos, lo cual es conocido como

farmacorresistencia.

2.2.4 Farmacorresistencia

La Liga Internacional Contra la Epilepsia define la epilepsia farmacorresistente como la falla
de los tratamientos adecuados de dos o mas esquemas farmacoldégicos tolerados, elegidos
adecuadamente y utilizados, ya sea de manera simple o combinada, para lograr la ausencia
de crisis de manera prolongada (Kwan et al., 2010). Cerca de un tercio de los pacientes con

epilepsia son diagnosticados como farmacorresistentes.

Es probable que los mecanismos de resistencia a los farmacos sean muy variados y se deban
a una amplia gama de diferentes factores, de acuerdo con la causa subyacente y con el sitio
de accidon del medicamento. La edad también parece afectar los resultados del tratamiento,
pues existe una tasa mas alta de efectividad en personas mayores que en jévenes (Kwan et

al., 2011).

En el diagrama de la Figura 5 podemos observar las ubicaciones moleculares en las que los
mecanismos, se cree, pueden operar. En los sitios marcados con el nimero 1 se encuentra
la sobreexpresién de los transportadores de eflujo en las células endoteliales capilares que
constituyen la BHE. En los lugares marcados con el 2, se encuentra una alteracién de la
expresion o funcién de los canales iénicos activados por voltaje, que son uno de los
objetivos de los farmacos antiepilépticos. Por ultimo, en los sitios marcados con un 3
encontramos mecanismos que no estan dirigidos por los farmacos antiepilépticos actuales,
como el acoplamiento eléctrico a través de las uniones, la disfuncion mitocondrial y los

autoanticuerpos contra los receptores de neurotransmisores (Kwan et al., 2011).
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Figura 5. Mecanismos bioldgicos de la farmacorresistencia en epilepsia. (Modificada de Kwan et al, 2011)

Cuando el tratamiento con un FAE falla, se tiende a optar por el uso de un nuevo farmaco,
sin embargo, la probabilidad de que el nuevo tratamiento deje al paciente libre de episodios
epilépticos durante un tiempo considerable, disminuye a manera que aumentan los
intentos fallidos, llegando a encontrar casos en los cuales es casi imposible controlar las
convulsiones del paciente con el uso de los FAEs, por lo que la ciencia ha desarrollado, a lo
largo del tiempo, algunas terapias que pueden utilizarse alternativamente, cuando esto

sucede.

2.2.5 Terapias alternativas

Se han desarrollado distintas estrategias terapéuticas para el manejo de la epilepsia
farmacorresistente. Por ejemplo, cirugias epilépticas (Engel, 1996) y neuromodulacion (De
Giorgio & Krahl, 2013), las cuales solo en algunas ocasiones resultan en el control completo

de las crisis.

Las cirugias epilépticas se realizan con la finalidad de eliminar el drea del tejido cerebral

donde comienzan las convulsiones o para detener la propagacién de la actividad de las




mismas, entre estas se encuentran las lobectomias y las hemisferectomias (Engel, 1996), las
cuales buscan la eliminacion completa del tejido que representa el foco epiléptico, sin
provocar la pérdida de la funcién cerebral. Sin embargo, todas estas terapias alternativas
han sido asociadas con efectos adversos como algunas infecciones e incluso hemorragias,

al tratarse de técnicas sumamente complicadas e invasivas (Henry et al., 2004).

Estas técnicas representan una opcion de tratamiento para personas con epilepsia que no
ha sido posible controlar con medicamentos, sin embargo, no es la Unica, pues con el
desarrollo de nuevas tecnologias es posible disefiar sistemas que, incluso tomando los
mismos principios activos usados originalmente, pueden ser llevados directamente al punto
en el que se desea que sean entregados, aumentando asi su eficiencia, tal podria ser el caso
de los nanosistemas acarreadores de farmacos, los cuales pueden ser desarrollados gracias

al uso de la nanotecnologia.

2.3 La aplicacién de la nanotecnologia

2.3.1 Nanotecnologia

El término nanotecnologia se refiere a un campo interdisciplinario que se encarga
principalmente del estudio, el diseno, la sintesis y la aplicacion de materiales y sistemas
funcionales mediante el manejo de la materia en la nanoescala (Nanotechnology, 2016). Se
define como el control o la reestructuracién de la materia a niveles atémico y molecular en
el rango de 1 a 100 nm (Bhushan, 2017). Lo mas importante de la nanoescala son las
propiedades fisicoquimicas que los materiales pueden adquirir en ésta, pues suelen ser
bastante diferentes a aquellas de los materiales macroscdpicos, en especial cuando estas

bajan de los 100 nm.




El descubrimiento de nuevos materiales, procesos y fendmenos en la nanoescala, asi como
el desarrollo de nuevas técnicas tedricas y experimentales para la investigacidn, nos brindan
buenas oportunidades para el desarrollo de innovadores nanomateriales y nanosistemas
(estructuras compuestas de algin nanomaterial y otro componente que actiian en conjunto
para mejorar las propiedades que tienen por separado) que pueden tener aplicaciones en

una vasta variedad de campos en la ciencia (Bhushan, 2017).

Al llevar estos nanosistemas a una aplicacion en el drea médica, nos encontramos con el
nacimiento de un nuevo concepto, la nanomedicina, la cual se define como la aplicacién de
la nanotecnologia al diagndstico, la prevencién y el tratamiento de enfermedades y, en
consecuencia, al entendimiento de los procesos pato-fisioldgicos que intervienen en el

origen y curso de una enfermedad determinada (Rojas-Aguirre et al., 2016).

Aunque como lo menciona la definicidn, esta subdisciplina abarca los campos del
diagnostico y la prevencidn de enfermedades, el campo mas explorado por los cientificos,
al menos hasta el momento, ha sido el del tratamiento de diversas enfermedades haciendo
uso de nanosistemas, con el fin de poder mejorar las propiedades de los tratamientos

convencionales, siendo un muy buen ejemplo el de los sistemas acarreadores de farmacos.

2.3.2 Sistemas acarreadores de farmacos

Con el fin de aportar una nueva manera de atacar ciertas enfermedades y haciendo uso de
los avances hasta ahora realizados, un gran niumero de cientificos han propuesto el utilizar
diferentes tipos de nanomateriales como medios acarreadores de distintos activos, para su
entrega en el sitio de interés, tratando asi de mejorar lo realizado por métodos de

tratamiento convencionales.

Los materiales que se han utilizado para la construccion de nanosistemas acarreadores de
farmacos son muy diversos, pero podemos clasificarlos de manera muy general en 2
grandes grupos, nanoestructuras organicas y nanoestructuras inorganicas (Rojas-Aguirre et

al., 2016).
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Figura 6. Representacion de las nanoestructuras (a) orgdnicas y (b) inorgdnicas para el transporte y liberacion de
fdrmacos. (Tomada de Rojas-Aguirre, Y. et al 2016)

En el grupo de las nanoestructuras organicas, podemos encontrar, tal como se observa en
la Figura 6 las nanoesferas, nanocdpsulas o NPs poliméricas, las micelas, los liposomas,

dendrimeros y los conjugados polimero-farmaco.

Por otro lado, en el grupo de las inorgdnicas se encuentran los nanotubos de carbono, las

NPs metalicas, de éxidos metdlicos y de silice mesoporosa.

Las NPs han recibido mucha atencién por sus aplicaciones en el area del diagnédstico y la
terapia. Algunas de las caracteristicas que las hacen atractivas son su pequeno tamario, alta
estabilidad, capacidad para superar barreras organicas, como la BHE, y su biocompatibilidad

(Rosillo-De La Torre et al., 2015).

Las NPs logran llevar el farmaco hasta las zonas deseadas mediante diferentes mecanismos
(por ejemplo, por medio de la unién a algun receptor especifico o por difusién a través de
membranas), ya que son capaces de ingresar en algunos sitios a los cuales el farmaco
carente de nanoacarreador no lograria alcanzar, esto se da gracias a su capacidad de
enmascarar los fdrmacos ante las membranas, ya sea por su tamafio, por los grupos
funcionales dispuestos en su superficie o por algun otro fendmeno superficial; una vez en
el sitio objetivo, se libera el activo ya sea por desorcion, difusién a través de las paredes o

por erosién de la nanoparticula (Rojas-Aguirre et al., 2016).




Una gran cantidad de sistemas nanoestructurados para la liberacién de farmacos se han
desarrollado hasta el dia de hoy, los cuales han utilizado distintos tipos de nanoestructuras,

para tratar una gran variedad de enfermedades, brindando resultados prometedores.

Algunos ejemplos de estos nanosistemas son: micelas cargadas con doxorrubicina para
tratamiento de cancer resistente a diferentes farmacos (Bao et al., 2016), NPs de 6xido de
hierro  recubiertas de silice cargadas con fenitoina para tratar crisis convulsivas
farmacorresistentes (Rosillo-De La Torre et al., 2015), o un composito de NPs RALA/siFKBPL
(FKBPL es la proteina de unién al farmaco FK506, la cual se funcionaliza con RNAsi, mientras
que RALA es un péptido anfipatico bioinspirado que funge como acarreador) con nanofibras

para la curaciéon de heridas (Mulholland et al., 2019).

Tras la administracion del sistema, estas nanoestructuras deben interactuar con el cuerpo
sin provocar efectos indeseados, por lo que es importante determinar la biocompatibilidad
del sistema y de sus posibles productos de degradacidn, asi como evaluar la completa

excrecion o absorcidn del mismo sin dafiar al organismo.

Aunque existen distintas alternativas que cumplen con estos requerimientos, de manera
reciente se ha argumentado que las NPs poliméricas son bastante confiables debido a la
biodegradabilidad y biocompatibilidad que, en la mayoria de los casos, presentan, asi como
algunas otras propiedades que las hacen excelentes candidatos para la aplicacion en este

tipo de sistemas.

2.3.2 Nanoparticulas poliméricas

Recientemente, el uso de materiales biopoliméricos en sus formas nanoestructuradas ha
representado una alternativa con un gran potencial para su aplicacion en sistemas

liberadores de farmacos o algunas macromoléculas en el cuerpo.

Las NPs poliméricas tienen un enorme campo de aplicaciéon para su uso en el cuerpo

humano, pues pueden ser utilizadas en el campo de la terapia de remplazo enzimatico, o




pueden proveer ciertas moléculas bioactivas en zonas que lo requieran, ademas de su uso

como acarreadores de activos.

Estos principios activos, cualesquiera que sean, pueden ser dispersados, encapsulados, o
adsorbidos en la superficie de las NPs, como se observa en la Figura 7 (Calzoni et al., 2019);
entre los polimeros mas utilizados para estas aplicaciones encontramos el acido polilactico
(PLA), acido poliglicdlico (PGA) y acido polilactico co-glicélico (PLGA), pues incluso si son

sintéticos son altamente biocompatibles y biodegradables.

Figura 7. Algunas maneras cargar los principios activos en las NPs. (Tomada de Calzoni, E. et al, 2018)
La ventaja de usar NPs poliméricas radica basicamente en la enorme biocompatibilidad,
biodegradabilidad y la posibilidad de reabsorber los productos de degradacion de estas NPs

para ser aprovechados por el organismo en alguno de sus procesos.

Existen muchas técnicas para lograr la morfologia deseada de los nanosistemas.
Ampliamente hablando podemos resumirlas en dos grandes grupos, los métodos de
reduccidon de tamafio (top-down) y los métodos de autoensamblado (bottom-up) (Calzoni

et al., 2019).

“Top-down” se refiere a los métodos en los que se comienza con una cantidad grande de
material y se lo reduce para obtener objetos mas pequefios, por lo que estos métodos
requieren de una alta energia. De manera general los métodos top-down se originaron
como una continuacién de las técnicas para microfabricacién utilizadas en la industria de
semiconductores, y se basan principalmente en métodos Opticos o fotolitograficos vy

mecanicos, en este grupo encontramos técnicas como la extrusiéon, molienda mecanica,




fotolitografia, deposicion quimica o descomposicién térmica (Ventra, Massimiliano; Evoy,

Stephane; Heflin, 2004).

Por el otro lado, las técnicas de autoensamblado (bottom-up) comienzan con materiales a
escala atémica o molecular, utilizando grupos de dtomos y moléculas como bloques de
construccion para formar particulas mas grandes, peliculas delgadas e incluso materiales
nanoestructurados. Este tipo de métodos son de baja energia y requieren poca intervencion
humana, aunque generalmente creamos las condiciones para poner el proceso en marcha,
los objetos y nanoestructuras que se forman posteriormente son de efecto local. Se
emplean meramente comportamientos fisicos, quimicos y bioldgicos para formar de
manera automatica estructuras ordenadas mas grandes a partir de pequefios objetos de
menores dimensiones. Las sintesis quimica y bioldgica no requieren nuestra intervencién
directa una vez desencadenadas; en este grupo encontramos técnicas como coacervacion,
nanoprecipitacion, deposicion fisica de vapor, epitaxia de haz de electrones, reduccién

guimica, sol-gel o hidrélisis (Ventra, Massimiliano; Evoy, Stephane; Heflin, 2004).

Estos sistemas poliméricos de liberacién controlada han ganado interés Ultimamente como
posibles estrategias para el transporte de farmacos al sistema nervioso central, incluido el
cerebro. El principal objetivo de estds NPs es entregar un agente terapéutico a un sitio
especifico, reduciendo de esta manera la dosis administrada, aumentando Ia
biodisponibilidad del agente en el sitio deseado y disminuyendo los efectos adversos

periféricos.

2.3.3 Nanoparticulas poliméricas en el sistema nervioso central

Como ya se sabe, el sistema nervioso central es una parte muy delicada, por lo que
obviamente para poder utilizar un material con aplicaciones dirigidas a tratar
padecimientos en éste, se debe hacer una ardua selecciéon del material a emplear; algunas
de las propiedades ideales necesarias en los nanomateriales poliméricos, para su uso en la

liberacion de farmacos en el SNC se listan a continuacion:




e Polimero natural o sintético

e No téxico

e Biodegradable/biocompatible

e Diametro de particula =100 nm

e Estable en sangre

e Que no promueva la activacién de neutroéfilos
e Que no afecte la agregacidn plaquetaria

e Que noinduzca inflamacién

e Que presente un tiempo prolongado de circulacidon (Lockman et al., 2002)

El método para la sintesis de las NPs depende del tamario, solubilidad y el tipo de farmaco
a encapsular (Bennewitz & Saltzman, 2009) requeridos en cada caso. Para su entrega en el
cerebro el tamafio ideal, suficientemente pequefno para viajar por todas las restricciones
fisicas hacia el mismo, pero suficientemente grande para cargar con la cantidad suficiente
de farmaco, podria establecerse alrededor de los 100 nm, sin embargo, particulas de hasta
200 nm pudieran llegar a penetrar a través del tejido cerebral. Otro factor importante es la
carga de la nanoparticula, pues se ha encontrado que cargas neutrales o negativas
experimentan un mayor volumen de distribucidon cuando se administran directamente en
el cerebro (MacKay et al., 2005), sin embargo, alin no es posible definir la carga ideal para

la entrega de farmacos al SNC.

Es posible disminuir la eliminacidn de las NPs por parte del higado, bazo y los macréfagos,
mediante el recubrimiento con algunos polimeros biocompatibles, como por ejemplo, el
polietilenglicol (PEG), lo cual a su vez incrementa su vida plasmatica media (Gosselet et al.,

2021).

Por otro lado, algunos estudios han reportado particulas de alrededor de 500 nm que logran
atravesar satisfactoriamente la BHE, especialmente cuando estan recubiertas con PEG o
algln otro polimero biocompatible. La forma de las NPs también juega un papel importante,

pues las mas estudiadas por su facilidad tanto de sintesis como de caracterizacion, son las




NPs esféricas, sin embargo, algunas particulas planas o en forma de barra también se han

reportado como una buena opcién (Gosselet et al., 2021).

Sabiendo los requerimientos necesarios, un posible candidato para ser aplicado al SNC
como acarreador de farmacos y del cual no se ha hablado mucho, es el quitosano, el cual
presenta algunas propiedades que resultan sumamente interesantes, especialmente para

estos casos.

2.3.4 Nanoparticulas de quitosano

El quitosano es un polimero natural que se obtiene a partir de la desacetilacién de la quitina,
la cual se encuentra presente en los exoesqueletos de algunos crustaceos, como cangrejos
o camarones. Este es un polisacdrido que presenta propiedades bioldgicas excepcionales,
tales como mucoadhesividad, biocompatibilidad, biodegradabilidad y una baja
inmunogenicidad (Bento et al., 2015). Debido a esto las NPs de quitosano han sido utilizadas
ampliamente como sistemas de administracion para una amplia gama de principios activos
mediante administracién oral, nasal, parenteral e incluso a través del colon (Caro-Ledn et

al., 2019).

La dosis letal media (LDso) del quitosano se encuentra en el mismo rango que la del azlcar
o la sal de mesa, por lo cual no representa un riesgo para el ser humano; este polimero
cuenta con tres tipos de grupos funcionales reactivos, mediante los cuales se pueden
realizar modificaciones quimicas, estos son, grupos amino (-NHz) y grupos hidroxilo (-OH)

primarios y secundarios (Yu et al., 2019).

Existe un gran numero de ventajas a la hora de utilizar el quitosano para la entrega de
farmacos, entre ellas, la capacidad de controlar la liberacién, que no se requiere de
reactivos téxicos para su sintesis, que contiene varios grupos amino que estan disponibles
para ser entrecruzados, ademas, la carga positiva del quitosano le permite combinarse

fuertemente con materiales anidnicos, la superficie celular y la membrana mucosa, lo cual,




beneficia la apertura de las uniones estrechas y mejora la absorcion por la membrana, entre

otras cosas (Yu et al., 2019).

Las NPs de quitosano, por lo tanto, resultan sumamente llamativas para su aplicacién como
acarreadoras de farmacos antiepilépticos, en especial para ser aplicadas por la via
intranasal, pues ademads de ser muy accesibles econdmicamente, son faciles de sintetizary
pueden presentar diversos tamanos, por lo que mediante el método de sintesis es posible

ajustarlas a los diferentes requerimientos.

La estrategia mas utilizada para la sintesis de NPs de quitosano es a partir de los métodos
de autoensamblaje o bottom-up, sin embargo, también se han utilizado algunos métodos

que siguen el principio de los métodos top-down, reportando buenos resultados.

El planteamiento de diferentes métodos de obtencion se relaciona directamente con la
busqueda del mejoramiento de algunas caracteristicas fisicoquimicas como tamano,
estabilidad y carga superficial, ademds de la capacidad de incorporacién de principios

activos con actividad bioldgica (Caro-Ledn et al., 2019).
Algunos de los principales métodos de sintesis se detallan a continuacién.

Método emulsién-entrecruzamiento

Este método, el cual se puede apreciar en la Figura 8 involucra la produccion de una
emulsidon de agua en aceite (W/0), lo cual es el resultado de la mezcla de una solucion
acuosa de quitosano con una fase organica (comiunmente el tensoactivo Span 80). Tras
hacer esto, se agrega un agente de entrecruzamiento el cual aumenta la estabilidad de las
particulas, debido a su afinidad con los grupos funcionales del quitosano, cominmente se
utiliza el glutaraldehido como agente entrecruzante, el cual es disuelto mediante solventes

orgdnicos. (Caro-Ledn et al., 2019).
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Figura 8. Sintesis de NPs de quitosano por el método de emulsion-entrecruzamiento.

Micelizacion inversa

Este es un método de obtencién de NPs (Figura 9) caracterizado, al igual que el anterior,
por la produccién de emulsiones de agua en aceite (W/0O), pero en este caso se hacen a
base de tensoactivos lipofilicos disueltos en un medio organico, principalmente el bis-(2-
etilhexil) sulfosuccinato sddico (AOT), para posteriormente aifadir un agente entrecruzante
(glutaraldehido). Este método permite la obtencidon de NPs con tamafios menores a 100 nm
(Caro-Ledn et al., 2019), sin embargo, al utilizar distintos precursores que pueden resultar

tdxicos, no es una buena opcidn para aplicaciones biomédicas.

Entrecruzante
. \Glutaraldehido}
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Figura 9. Sintesis de NPs de quitosano por el método de micelizacion inversa.




Gelacion ionica

Este método basa su funcionamiento en la agregacion de las moléculas poliméricas por
medio de interacciones electrostaticas. En este procedimiento las NPs se forman por la
agregacion de las moléculas del polimero, tal como se muestra en la Figura 10, la cual es
producto de la interaccion de un polisacdrido cargado positivamente y otras especies con
carga negativa (Carmona et al., 2018). El tripolifosfato de sodio (TPP) es el agente
entrecruzante mas comun para este propésito (Caro-Ledn et al.,, 2019). Es un método
sumamente sencillo y por lo tanto el mas utilizado en la actualidad, ademas, mediante la
modificacion de algunos parametros como la concentracién y el pH de las soluciones, el
peso molecular del quitosano o los tiempos de agitacion, se puede controlar el tamafio de

particula y el indice de polidispersidad, asi como el potencial Z.
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Quitosano Nanoparticulas
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Figura 10. Sintesis de NPs de quitosano mediante el método de gelacion idnica.

Coprecipitacion quimica

Esta técnica incluye la adicién de una solucidn acida que contenga el precursor necesario
en una solucion basica o ligeramente basica o viceversa (Figura 11). Este método es
sumamente accesible debido a que no requiere de temperaturas elevadas, de sustancias
peligrosas o precursores especiales (Ahn et al., 2012), ademas, por su naturaleza brinda

tamafios de particula pequefios, aunque en ocasiones con un alto indice de polidispersidad.
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Figura 11. Sintesis de NPs de quitosano por el método de coprecipitacion quimica.

Desolvatacion

Este método implica la adicidn de un agente precipitante a la solucién acuosa del polimero,
con el fin de disminuir su solubilidad a partir de la generacién de interacciones entre las
moléculas de disolvente y las del agente precipitante, siendo el sulfato de sodio el mas
comunmente utilizado, el proceso se lleva a cabo cominmente en presencia de un

tensoactivo, como Tween 80, como se muestra en la Figura 12 (Caro-Ledn et al., 2019).

Tensoactivo Agente
_ (Tween 80) Precipitante

/

Quitosano Quitosano + Tensoactivo Nanoparticulas
de Quitesano

Figura 12. Sintesis de NPs de quitosano mediante el método de desolvatacion.




Capitulo 3

Hipotesis y objetivos

3.1 Hipétesis

El desarrollo de un sistema a base de nanoparticulas de quitosano, con un tamano cercano
a los 100 nm, cargadas con un principio activo para tratar la epilepsia (acido valproico o
fenitoina), presentara las propiedades fisicoquimicas necesarias para ser considerado una

alternativa en el tratamiento de la epilepsia y la epilepsia farmacorresistente.

3.2 Objetivos

3.2.1 Objetivo general

e Desarrollar un sistema acarreador/liberador de activos antiepilépticos, a base de
nanoparticulas de quitosano para su potencial aplicacion en el tratamiento de la

epilepsia.

3.2.2 Objetivos especificos

e Sintetizar nanoparticulas de quitosano mediante el método de gelacidon idnica con
un tamafio cercano a los 100 nm.

e Caracterizar las nanoparticulas y evaluar sus propiedades por medio de diferentes
técnicas fisicoquimicas.

e Cargar las nanoparticulas sintetizadas con los principios activos correspondientes

mediante el método de incubacion.




e Calcular la eficiencia de carga, determinando la cantidad de activo libre en la
solucién mediante espectroscopia de UV-Vis, aplicando la técnica reportada por
Sahay col.

e Evaluar la capacidad de liberacidon de los principios activos de los sistemas, a través

de tiempos determinados, mediante la obtencién de su perfil de liberacion in vitro.




Capitulo 4

Metodologia

4.1 Materiales y reactivos

Los reactivos utilizados para llevar a cabo el presente proyecto fueron quitosano de bajo
peso molecular (Sigma-Aldrich CAT: 448869-250G), tripolifosfato de sodio (TPP) (Sigma-
Aldrich CAT:238503-500G), acido acético glacial al 99.7% (J. T. Baker CAT: 9508-05),
hidréxido de amonio al 28.0-30.0% (J. T. Baker CAT: 9721-03) y acido clorhidrico al 37% (J.
T. Baker CAT: 4218-03), los cuales fueron utilizados sin purificacién adicional; ademas se
utilizé agua tridestilada (Tecnologia y control) y etanol 96° (nh alcohol). Mientras que los
principios activos utilizados fueron el acido valproico (valproato de sodio) y la fenitoina

sédica (Sigma-Aldrich CAT: 1069-66-5 y 630-93-3 respectivamente).

4.2 Sintesis de las nanoparticulas de quitosano

Para la sintesis de las NPs de quitosano se opté por el método de gelacién idnica, con base
en lo reportado por Calvo y col. (Calvo et al., 1997), con ciertas modificaciones en algunos
parametros con base en lo que reportan Hassani y col. (Hassani et al., 2015). Este método
consiste en utilizar un agente entrecruzante, en este caso el TPP en diferentes
concentraciones, el cual se agregd lentamente a manera de goteo en soluciones de
quitosano, dichas soluciones fueron preparadas previamente haciendo uso de una solucidn
de acido acético al 1% (v/v) y agitacion magnética por alrededor de 2 horas; el goteo se
realizd con ayuda de una bomba peristaltica y ajustando las velocidades de flujo, las cuales
se trabajaron alrededor de los 0.1 mL/min, todo esto mientras se agitaba vigorosamente la

solucién en cuestion a 750 rpm. Una vez que el goteo habia terminado, las muestras se

35



dejaron reaccionar por 60 minutos mas y se llevaron por 5 minutos adicionales al vortex. Al
tener las muestras listas, estas fueron puestas en un bafio ultrasénico por periodos cortos
(de 5 a 10 minutos) a temperatura ambiente, con la finalidad de lograr una buena dispersién

y reducir un poco mas el tamaio.

La concentracién de las soluciones tanto de quitosano como de TPP, asi como los
parametros utilizados, se modificaron con el fin de obtener la mejor relacidn para el tamafo

de particula deseado y se muestran en la tabla siguiente.

Tabla 2. Parametros experimentales utilizados para la sintesis de las NPs.

Muestra Quitosano (Qs) TPP Relacién Velocidad de
Qs:TPP flujo
J1 1 mg/mL 0.3 mg/mL 31 0.1 mL/min
J2 0.5 mg/mL 0.3 mg/mL 31 0.1 mL/min
J3 0.1 mg/mL 0.3 mg/mL 3:1 0.1 mL/min
14 1 mg/mL 0.5 mg/mL 31 0.1 mL/min
J5 0.5 mg/mL 0.5 mg/mL 3:1 0.1 mL/min
J6 0.1 mg/mL 0.5 mg/mL 3:1 0.1 mL/min

4.3 Carga por adsorcién de los principios activos en las

nanoparticulas

Para la carga del principio activo se utilizé el método de incubacién, en el cual, una vez
obtenidas las NPs de quitosano en solucidn, fueron mezcladas con soluciones que contenian
el principio activo en una determinada concentracion (2 mg/mL), esto mediante el goteo
con la bomba peristéltica. Una vez mezcladas, las soluciones se mantuvieron en agitacion
generosa durante 60 minutos para que existiera una buena adsorcion de los farmacos en la
superficie de las NPs (Gan & Wang, 2007). Por este método los principios activos se anclan

a las NPs, Unicamente por adsorcion superficial.




4.4 Caracterizacion fisicoquimica de las nanoparticulas

Para la caracterizacién de las NPs se realizd el andlisis de tamafio de particula haciendo uso
del equipo de dispersion de luz dindmica (Malvern Instruments Zetasizer Nano), asi como
el analisis de potencial zeta con el equipo Anton Paar Litesizer 500-BM10, esto con el fin de
conocer la distribuciéon de tamaiio presente en las NPs sintetizadas, asi como la carga

superficial y con ello la estabilidad que estas presentan.

También se utilizd la técnica de microscopia electrénica de barrido (SEM), haciendo uso de
un microscopio ( ), con el fin de identificar la morfologia de las particulas obtenidas y

constatar su tamafio y distribucién.

Ademas, se realizd el andlisis de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR), con el equipo PerkinElmer FT-IR Spectrum Two, para determinar las interacciones
gue se presentan entre los componentes, tanto de las NPs desnudas, como aquellas con el

farmaco cargado y asi determinar la manera en que estos interactlan en la estructura.

4.5 Determinacion de la eficiencia de carga

Para determinar la eficiencia de carga se precipitaron las NPs con el farmaco cargado (con
ayuda de una solucién basica de NH4OH y centrifugacién) y se tomé como muestra el medio
sobrenadante, posteriormente se determind por medio de UV-Vis (con ayuda de la ley de
Lambert-Beer y una curva de calibracién construida a partir de soluciones de concentracién
conocida a 195 y 218 nm) la cantidad de farmaco libre en la solucién (activo no cargado) y
de esta manera se calculd la eficiencia de farmaco encapsulado en las NPs con ayuda de la
féormula reportada por Saha y col. (Ecuacion (1)) (Saha et al., 2010), en donde se relaciona

la cantidad de farmaco utilizado con la cantidad de farmaco libre en la solucidn.

(Tp = Tr)

Eficiencia de encapsulaciéon (%) = ———=* 100 (1)




4.6 Determinacion de la cinética de liberacion in vitro

Para la evaluacion del sistema se realizé un perfil de liberacidn para determinar la cinética
de liberacién in vitro, simulando condiciones fisioldgicas. Este perfil fue obtenido poniendo
el sistema en un medio de liberacidn (liquido cefalorraquideo artificial) del cual se tomaron
muestras en tiempos determinados para identificar la cantidad de farmaco en el medio y

por lo tanto liberado.

Para la preparacion del medio se siguié la metodologia reportada por Voss y col. (Voss,
2020), por la cual se obtiene un liquido cefalorraquideo artificial compuesto por 125 mM
NaCl, 2.5 mM KCI, 1 mM MgCI2, 2 mM CaCl2, 1.25 mM NaH2P0O4, 2.5 mM NaHCO3 y 10 mM

D-glucosa.

Una cantidad determinada de nuestras NPs secadas en forma de pelicula fue depositada
dentro de un vaso de precipitados de 50 mL conteniendo 20 mL del medio, se mantuvo sin
agitacion y a temperatura ambiente durante 24 h, las muestras fueron tomadas a los 5, 10,

15y 30 minutos y 1, 3, 6 y 24 h. El ensayo se realizd por triplicado.




Capitulo 5

Resultados y discusién

5.1 Nanoparticulas de quitosano

Una vez realizada la sintesis de las NPs de quitosano, se procedio a analizar las muestras por
medio de diferentes técnicas de caracterizacion fisicoquimicas. El primer filtro para la
seleccion de los mejores parametros para la sintesis, asi como la seleccién de las muestras
fue la revision fisica, completamente cualitativa, pues ha sido reportado en la literatura que
el tamano de las particulas de quitosano esta estrechamente relacionado con la coloracién
que adquieren las suspensiones que las contienen (Sullivan et al., 2018), siendo mas
transparentes las que contienen particulas mds pequefias y mas opalescentes las de mayor

tamanio, por lo que se seleccionaron aquellas que se apreciaban mas transparentes.

5.1.1 Tamafio de particula y potencial Z

Primero se realizd el andlisis de tamafio de particula para las diferentes muestras, cuyos
resultados se muestran en la Tabla 3, en la cual podemos ver que todas las muestras, a
excepcion de la J5 y J6 presentan dos tamafios de particula, sin embargo, las que presentan
el mejor tamano, de acuerdo a lo que buscamos, son la J2 y J3, razén por la cual fueron
elegidas. Las distribuciones de tamano de particula, para dichas formulaciones se muestran
en las Figura 13 y Figura 14, respectivamente, el resto de las distribuciones de tamano de
particula se pueden encontrar en la seccién de Anexos, en el Anexo 1, mientras que en el

Anexo 2 se encuentra la distribucién a pH neutro.




Tabla 3. Tamaiios de particula para las muestras sintetizadas.

Muestra Tamaiios de particula Didmetro hidrodinamico

promedio
J1 376y 6299 nm 10738 nm
J2 108 y 669 nm 1242 nm
J3 44y 342 nm 1126 nm
J4 296y 12055 nm 6175 nm
J5 391 nm 1229 nm
J6 1782 nm 3445 nm

Para la muestra J2, como se observa en la gréfica (Figura 13, A), existe la presencia de dos
sefiales, de las cuales la de 669 nm es la mas intensa, con el 23.5%, mientras que

encontramos que la sefial en 108 nm solo nos da una intensidad del 4.8%.
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Figura 13. Distribucion de tamario de particula, obtenida por DLS, para la muestra J2, A) por intensidad, B) por numero.

Sin embargo, al observar la distribucion por niumero de particulas (Figura 13, B), nos
percatamos de que ahora la sefial mas intensa se encuentra a los 91.3 nm, con un 31.1% de
las particulas, mientras que la sefial de los 600 nm casi desaparece, con tan solo un 0.8% de
las particulas. De esta manera, nos damos cuenta de qué, aunque existe una mayor
intensidad en el rango de los 600 nm, esto se debe principalmente a que esas particulas

tienen un tamafio mucho mayor en comparacion con las del rango de los 100 nm, pues al




observar la distribucidn por nimero de particulas, la diferencia es bastante significativa, por
lo que la presencia de NPs en el rango de los 100 nm predomina en la muestra, sin embargo,
existen aun asi algunas particulas mucho mas grandes, las cuales pueden ser particulas per
se, cumulos de NPs o incluso contaminacidon de la muestra o restos de quitosano sin
disolver, pues aunque no se refleja en las graficas, el programa nos arrojé un tamano
promedio de particula bastante grande y con un indice de polidispersidad alto, siendo estos
1242 nm y 0.872, respectivamente, por lo que podemos afirmar que nuestra muestra
cuenta con la presencia de algunas particulas del rango de los micrémetros que afectan el

resultado, sin embargo al analizar las graficas, la distribucién resulta ser buena.

Ademas, la muestra se comporta de manera estable, pues cuenta con un potencial Zeta de
+43.19 mV, esto en un pH de 3, pero al ser llevado a un pH de 7 este se modifica a +5.63
mV, perdiendo asi estabilidad y tendiendo a formar cimulos de particulas, por lo que
presentan una mayor estabilidad en su medio acido que en un medio neutro, lo cual es

propio de quitosano del cual se componen las NPs, pues este solo es soluble en medios

acidos.

Por otro lado, la muestra J3 arrojo un resultado similar, aunque con un tamafio un tanto
mas pequeio, como se observa en la Figura 14, A. Encontramos dos sefiales, la mas intensa
a los 342 nm, con un 29.2%, mientras que la segunda se encuentra a los 43.8 nm, con un

5.3%, teniendo asi, de nueva cuenta, una mayor intensidad para las particulas mas grandes.
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Figura 14. Distribucion de tamafio de particula, obtenida por DLS, para la muestra J3, A) por intensidad, B) por nimero.




Sin embargo, al analizar la distribucién por numero de particulas (Figura 14, B), sucede lo
mismo que para la muestra anterior, la sefiales se invierten, y en este caso la sefal de las
particulas grandes llega incluso a desaparecer, lo cual puede significar que, en cuanto a
numero de particulas, las del rango de los 350 nm representan muy poco para el total de la
distribucién. Pero la sefial que si se mantiene es la de las NPs, en este caso, por debajo de
los 100 nm, mds especificamente a los 37.84 nm, con un 29.4% de las particulas, lo cual es
un tamafio bastante bueno, lamentablemente, a estos tamafios es un poco mas complicado

que las NPs presenten una buena estabilidad.

Lo anterior se comprobd con el ensayo de potencial Zeta, pues la muestra presenta solo
+18.73 mV a un pH de 3, siendo menos de la mitad que la muestra J2, mientras que, a un
pH de 7, el potencial Zeta es de +4.83 mV, por lo que, en este caso, incluso a un pH 4cido,
la muestra no presentard muy buena estabilidad, tendiendo a la formacion de agregados,

lo cual pudiera llegar a afectar a sus propiedades.

En este caso, de nueva cuenta, el programa nos arrojé el mensaje de la presencia de
particulas grandes en la muestra, las cuales, al no observarse en las graficas de distribucion,
es muy probable que se deban a restos de quitosano, contaminacién de la muestra o incluso
la presencia de algunos ciumulos de particulas, por lo que el tamafio promedio que arrojo el

programa fue de 1126 nm vy el indice de polidispersidad de 0.799.

5.1.2 Espectroscopia infrarroja (FTIR)

Se realizé el andlisis por espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier para las
distintas muestras de NPs obtenidas, asi como para el quitosano de bajo peso moleculary

el tripolifosfato de sodio (TPP), los cuales representan los blancos en la sintesis.

Para el caso del quitosano (Figura 15, A), podemos observar las sefiales caracteristicas del
mismo, en 3359 y 3288 cm™ encontramos las sefiales propias de los estiramientos simétrico
del -NHz y asimétrico del -OH; entre 2917 y 2869 cm™ observamos las sefiales propias del
estiramiento de los grupos amida del quitosano, asi como en 1652 y 1557 cm™ observamos

las vibraciones de los grupos C=0 de la amida | y N-H de la amina | respectivamente; en
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1373 cm se observa la sefial del estiramiento simétrico de los grupos CHz y la amida Ill; en
1058 y 1025 cm™ tenemos la presencia del estiramiento de los enlaces C-O-C y finalmente
tenemos la sefial caracteristica del enlace glucosidico en las amidas en 894 cm™, lo cual

corresponde con lo que se encuentra reportado en la literatura (Bangun et al., 2018).
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Figura 15. Espectro FTIR obtenido de A) quitosano de bajo peso moleculary B) TPP.

En el caso del TPP (Figura 15, B), las sefiales que mds nos interesan para este caso se

encuentran en 1132 y 892 cm, las cuales son propias del estiramiento de los enlaces P=0
y P-O respectivamente (Bangun et al., 2018), estas senales nos serdn de mucha ayuda al
revisar la interaccidon entre el quitosano y el TPP, pues observar estas sefales nos podria

indicar la presencia del mismo en las NPs.

En cuanto a las NPs, aunque se analizaron las seis muestras obtenidas, se discuten
Unicamente las dos que fueron seleccionadas (J2 y J3), los espectros FTIR correspondientes
a dichas muestras se observan en la Figura 16 (mientras que los espectros del resto de
formulaciones se pueden encontrar en el Anexo 3). En ellos podemos apreciar ciertas
sefiales propias del quitosano, sin embargo, en la zona de los 3250 cm™ se observa un
ensanchamiento de la sefial, asi como un aumento en la absorbancia, lo cual puede deberse
al aumento de la presencia de enlaces de hidrogeno (entre los grupos -NHz y -OH) en la
estructura de nuestras NPs (Bangun et al., 2018); en el caso de algunas sefiales como la que
se encuentra entre 1637 y 1640 cm™ se observa un desplazamiento, el cual se puede deber

a la presencia de los grupos fosfato del TPP, al igual que en la sefial de 1538 cm™ (propia de
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los grupos amino) se observa también un corrimiento con respecto al quitosano puro, el
cual puede ser debido a la interaccién con los grupos -OH del TPP (de esta manera se
entrecruzan las cadenas de quitosano), sin embargo, también puede ser debido a la
protonacion de la amina, dado que se tiene el quitosano en medio acido, formdndose asi el
ion -NHs*, el cual seria el que permitiria la formacién de los mencionados enlaces de
hidrogeno entre ambos reactivos (Gierszewska & Ostrowska-Czubenko, 2016); finalmente
en 1149y 889 cm™ observamos las sefiales que corresponden al estiramiento de los enlaces
P=0y P-O, respectivamente, las cuales, como se menciond anteriormente, son propias del
TPP y no se encuentra en la estructura del quitosano puro, por lo que podemos afirmar que
tanto el TPP como el quitosano de bajo peso molecular se encuentran interactuando
Unicamente de manera fisica en la estructura de las NPs, pues solo existen pequenos
corrimientos en las sefales de cada uno de los compuestos, sefia de que hay interacciones

entre ellas pero no hay un enlace formal, definido, entre las estructuras.
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Figura 16. Espectro FTIR obtenido experimentalmente de A) NPs de quitosano J2 y B) NPs de quitosano J3.
Debido a que tanto las muestras J2 y J3 cuentan con NPs del tamafio deseado, ademas de
gue no se observaron diferencias considerables entre las interacciones de sus
componentes, ambas representan una buena opcién para ser cargadas con el farmaco, sin
embargo, la estabilidad, representada por el potencial zeta, de cada uno de los sistemas es
sumamente distinta, pues tenemos que la J2 estd por encima de lo que se considera un

sistema estable (30 mV), con +43.19 mV, mientras que la J3 se encuentra por debajo de




dicho valor, con +18.73 mV, razoén por la cual se optd por utilizar la formulaciéon J2 para la

posterior carga con los activos antiepilépticos.

5.2 Nanoparticulas cargadas con farmaco antiepiléptico

Inicialmente se propuso el uso de dos FAEs para el disefio de este sistema, la fenitoina y el
acido valproico, sin embargo, al realizar de manera experimental la carga de los fdrmacos
en las NPs, se observd que para el pH en el que las NPs son mas estables, la fenitoina
formaba agregados, llegando a precipitar completamente, debido a que este farmaco no
presenta buena solubilidad en medios acidos. Por dicha razén se decidid trabajar
Unicamente con el acido valproico, el cual, no presenta esos inconvenientes y puede ser
cargado en el medio dcido de las NPs sin mayores complicaciones. Ademas, la concentracion
de la solucion del farmaco utilizada fue de 2 mg/mL, esto debido a que se realizaron los
calculos para aproximar los grupos funcionales disponibles en las NPs para la unién, por lo
que se optd porque hubiera un poco de exceso del farmaco, para que asi, no fuera este el

gue limitara la carga sobre las NPs.

5.2.1 Tamafio de particula y potencial Z

Para nuestro sistema formado por las NPs de quitosano y acido valproico se obtuvo la
distribucién de tamafio de particula para la muestra J2-AV, la cual se muestra en la Figura

17.

Como se observa en la parte A, la distribucion tiene una forma gaussiana, la cual presenta
un maximo en los 295 nm, con un 17.8%, para este caso, el tamafio promedio que arrojé el

programa es de 300.3 nm, con un indice de polidispersidad de 0.402.
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Figura 17. Distribucion de tamafio de particula, obtenida por DLS, para la muestra J2 con dcido valproico, A) por intensidad,
B) por nimero.

Sin embargo, al observar la parte B o la distribucidon por nimero de particulas, se observa
un pequeiio corrimiento del valor maximo a 220 nm, con el 18.4%. En este caso solo vemos
una sefial, por lo que es un poco mas homogénea la distribucién, aunque la variedad de
tamafios estd entre 150 y 500 nm y probablemente se deba a la cantidad de farmaco que
se adhiere a la nanoparticula o al tamafio original de la particula, pero la mayor parte se
encuentra cerca de los 220 nm, lo cual significa que el farmaco le esta agregando cerca de
100 nm a las NPs en promedio, aunque de igual manera parece dar mas estabilidad al

sistema, evitando la presencia de aglomerados mas grandes.

Para este caso, el potencial zeta se mantiene congruente con aquel obtenido para las NPs
desnudas, incrementando incluso un poco, quedando en +46.7 mV, comprobando asi la

estabilidad del sistema, al menos en su medio original.

5.2.1 Espectroscopia infrarroja (FTIR)

Se realizo el analisis por FTIR del acido valproico, ademas del sistema que se compone por

las NPs de quitosano cargadas con dicho farmaco.
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Figura 18. Espectro FTIR obtenido experimentalmente del dcido valproico.

En el caso del acido valproico o valproato de sodio se pudo obtener el espectro infrarrojo
gue se muestra en la Figura 18, en el cual se pueden apreciar las sefiales caracteristicas del
mismo, la sefial encontrada en 3429 cm™ es probable que se deba a la presencia de agua
en la muestra, pero también puede deberse a las vibraciones de estiramiento de los enlaces
O-H del &cido carboxilico, las sefiales encontradas en 2927 y 2867 cm™ corresponden al
estiramiento de las cadenas alifaticas de C-H, es muy probable que la sefial de 1676 cm™ se
deba a las vibraciones del enlace C=0, sin embargo, se observa un poco de corrimiento en
comparacion con lo reportado en la literatura, mientras que las sefales encontradas en
1550, 1452 y 1414 cm™ se atribuyen a los estiramientos simétrico y asimétrico de los grupos
-COO, finalmente la sefial de 1107 cm™ se puede atribuir a las flexiones de los enlaces O-H
presentes en la estructura, todo esto corresponde con lo reportado por Alsarra y col.

(Alsarra et al., 2005), tanto para el acido valproico como para el valproato de sodio.
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Figura 19. Espectro FTIR obtenido experimentalmente de las NPs de quitosano cargadas con dcido valproico, incluyendo
los blancos correspondientes.

Mientras tanto, para las NPs de quitosano con el farmaco cargado (J2-AV) se obtuvo el
espectro que podemos observar en la Figura 19, en el cual encontramos, primero, una seial

muy ancha y con alta absorbancia en la zona de los -OH y -NH;, esta puede ser debida a la
presencia de agua en la muestra, aunque ésta se tratd de secar completamente puede que
existan remanentes, sin embargo, como ya lo hemos mencionado antes, en esta zona
podemos ver la presencia de enlaces de hidrégeno, y ver una sefial mas intensa con
respecto a aquella de las NPs desnudas nos podria indicar que se estdan dando interacciones
de esta naturaleza entre el farmaco y las NPs, como se piensa que sucede. También
encontramos las sefiales propias de cada componente, observamos pequefias sefiales entre
1650y 1620 cm las cuales corresponden a las que podemos encontrar en las NPs y el acido
valproico por separado, observamos una banda muy intensa en 1541 cm™ la cual
corresponde a las sefiales tanto de las NPs como del acido valproico y como no existe un
gran corrimiento, podemos decir que la alta intensidad se debe a la presencia tanto de los
enlaces N-H en la estructura de las NPs como de los grupos -COO del farmaco; de igual

manera sucede con la sefial de 1399 cm™! pues ambos componentes presentan sefiales en




esta zona, siendo mucho mas intensa la del acido valproico que corresponde también a las
vibraciones C-O, finalmente tenemos las sefiales en 1076, 1017 y 887 cm™ que encontramos

en las NPs desnudas, las cuales se presentan sin corrimientos importantes.

De nueva cuenta, la presencia de dichas sefiales nos confirma que el fdrmaco se encuentra
interactuando Unicamente de manera fisica, por medio de interacciones electrostaticas e
intermoleculares, probablemente enlaces de hidrogeno, con las NPs, pues no encontramos
la presencia de nuevas sefiales que nos indiquen una interaccidon quimica entre el acido

valproico y las NPs de quitosano.

5.2.3 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Se analizé la morfologia de las NPs cargadas con acido valproico por medio del uso del
microscopio electrénico de barrido (SEM), a partir del cual fue obtenida la imagen que se
observa en la Figura 20, en la que se puede apreciar una forma cuasiesférica en las

particulas, ademas de cierta homogeneidad en cuanto a la distribucidn de tamafios.
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Figura 20. Micrografia de las NPs de quitosano cargadas con dcido valproico obtenida por SEM.
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Mediante el uso del software Image J se analizé la imagen para determinar el tamafio de las
particulas, se midid el diametro de un total de 86 particulas, con tamafios rondando entre
los 100 y los 500 nm, siendo mayoria las cercanas a 200 nm, obteniendo asi un promedio
de 189 £ 89 nm, lo cual concuerda muy bien con lo obtenido mediante DLS, por el cual se
obtuvo un promedio de 300 nm, pero que mostraba tener la mayoria de las particulas
cercanas a 220 nm. Ademas, se observan con una buena separacion entre particulas, sin

formar aglomerados, lo cual nos puede dar indicios de su estabilidad.

Por alguna razén la muestra de NPs sin el farmaco no se logré observar al microscopio, pero
al obtener para este caso los tamafios mencionados, podemos casi asegurar que para el

caso de las NPs desnudas este es mas pequeiio, con una morfologia similar a estas.

5.2.4 Eficiencia de carga

Para la determinacion de la eficiencia de carga de farmaco en el sistema, primero se
prepararon soluciones con concentraciones de 0.1, 0.5, 1, 1.5 y 2 mg/mL de acido valproico
en el solvente que contienen nuestras NPs, de manera que se encontrara en las mismas
condiciones que el farmaco remanente, con dichas soluciones, se obtuvo curva de
calibracion para la absorbancia a 195 nm, la ecuacién de la recta con la que se ajustaron los

puntos tiene una r? de 0.989.

Posteriormente se tomaron las muestras del medio sobrenadante de nuestras NPs, en
donde se encuentra el farmaco no cargado, y se midié su absorbancia, en este caso la
absorbancia fue menor, como era de esperarse, se realizé la medicién por triplicado y se
tomé el valor promedio para realizar el calculo, obteniendo asi un total de 6.042 mg de
acido valproico en el sobrenadante, en comparacion con los 15 mg que fueron afiadidos en
la sintesis, por lo que al aplicar la formula de Saha y col. (Saha et al., 2010) se obtuvo una

eficiencia del 59.72% + 0.96.

15mg — 6.042 mg
%EE = 15 myg * 100 = 59.72%




La cual, si bien no es excelente, puede considerarse buena, pues con ésta tenemos un

aproximado de 250 pg de acido valproico por cada mg de NPs, es decir, una cuarta parte.

5.3 Perfil de liberacién del sistema

Finalmente, se realizé la evaluaciéon del sistema por medio de la obtencion de su perfil de
liberacion in-vitro, el cual se puede encontrar en la Figura 21, en este se puede observar

qgue el experimento se realizé por triplicado para la misma formulacién y por un tiempo

total de 24 h.
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Figura 21. Perfil de liberacion del sistema formado por nanoparticulas de quitosano y dcido valproico, realizado a 24h y
por triplicado.

Se observa como el comportamiento es muy similar en los tres casos, lo cual, valida el
experimento, ademas, se puede observar una liberacion rapida de cerca del 70% en los

primeros 15 min, presentando un incremento practicamente lineal, a partir de ese




momento la liberacién se ralentiza, llegando a liberar de manera lenta y sostenida solo cerca

de un 20% adicional hasta las 24 h, resultando en un 90.53% del activo liberado tras todo el

experimento.
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Figura 22. Ajuste del perfil de liberacion del activo mediante el modelo de Korsmeyer-Peppas.

Posteriormente se traté de determinar la cinética de liberacidn que sigue el sistema,
ajustando la curva obtenida a diferentes modelos propuestos en la literatura, sin embargo,
para el que se obtuvo un mejor resultado (considerando la r? de la recta obtenida) fue
mediante el modelo de Korsmeyer-Peppas (Figura 22). Sin embargo, para dicho modelo, se
observan claramente dos pendientes diferentes, la primera para el proceso que se lleva a
cabo en los primeros 15 min, en donde tiene lugar una liberacién rdpida, para la cual se
obtuvo un exponente de liberacidn (n) de 0.56, con una r? de 0.99, lo cual nos indicaria la
presencia de fendmenos de transporte no fickiano o anémalo (Anexo 4) (Paarakh et al.,

2019); mientras que, para la segunda, que tiene lugar de los 15 minutos en adelante, se




obtuvo un exponente de liberacidon mucho menor, siendo de 0.049, en este caso con una r?
de 0.93, en este caso la n estad por debajo de 0.5, por lo que estariamos hablando de un
proceso de difusién cuasi fickiano (Anexo 4), el cual se daria por medio de difusion del

farmaco a través de la matriz (Paarakh et al., 2019).

Al analizar un poco, la primera etapa de la liberacién en la cual se libera cerca del 70% en
un periodo muy corto de tiempo, podria ser causada por la liberacién del fdrmaco que se
encuentra unido mas superficialmente a las NPs, siendo mas sencilla la desorcion de las
moléculas cuando se encuentra en el medio, mientras que el resto de la liberacidn, la cual
se da de manera lenta y sostenida, podria estar dada por las moléculas del activo que se
han unido, aunque aun en la superficie, de manera mas interna a las nanoparticulas,

dificultando un poco mds su liberacién, haciendo que esta sea mucho mas lenta.




Capitulo 6

Conclusiones y perspectivas

6.1 Conclusiones

Cabe mencionar que debido a que este proyecto se vio afectado por la pandemia, en cuanto
a lalimitacidn en el acceso a algunas técnicas y equipos, se tuvieron que buscar alternativas,

sobre todo al inicio, de manera que se pudiera avanzar al menos poco a poco.

Se lograron sintetizar NPs de quitosano por medio del método de gelacidon idnica, las cuales
se caracterizaron por medio de la técnica de dispersion de luz dindmica (DLS) y se encontré
que dichas NPs presentan tamanos de 106 y 669 nm, de las cuales las mdas pequenas
predominan en cantidad, lo cual es muy importante a la hora de usar NPs en el SNC, con un

potencial zeta de +43.19 mV, lo cual nos indica que son estables, al menos en medio acido.

Con ayuda de los resultados obtenidos por FTIR podemos concluir que los compuestos se
encuentran interactuando de manera intermolecular, por medio de interacciones
electrostaticas y enlaces de hidrégeno, sobre todo entre los grupos amino del quitosano
con los hidroxilos de los fosfatos presentes en el TPP, esto tiene relacion con el potencial
zeta obtenido en las muestras, pues esto nos indica que existen cargas positivas en la
superficie de las NPs, las cuales muy probablemente sean debidas a los grupos NHs*, que se
dan gracias al medio acido de la sintesis, lo cual permite la interaccién electrostatica

mencionada anteriormente.

De igual manera, se logré realizar la carga del farmaco sobre la superficie de nuestras NPs,
aunque Unicamente para uno de los dos activos propuestos (acido valproico), pues en el
caso de la fenitoina, se encontrd que precipitaba al ser afiadida al medio acido de las NPs,
por lo que, al menos, por la metodologia utilizada, no fue posible cargarla; la unién acido
valproico-NPs fue corroborada por medio de FTIR, encontrando que las moléculas del

farmaco solo interactian por medio de interacciones intermoleculares, como enlaces de
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hidrégeno, con los grupos funcionales presentes en la superficie de las NPs; para el sistema
completo se obtuvo un tamafio promedio de 300 nm, con un potencial zeta de +46.7 mV,
lo cual nos indica la estabilidad del mismo, mientras que las micrografias obtenidas por SEM
nos muestran una morfologia cuasiesférica y una distribucién homogénea, la eficiencia de
carga obtenida para el sistema fue de 59.72% + 0.96, la cual, si bien no es excelente, resulta

suficientemente buena para tener 250 ug del farmaco por mg de NPs.

El perfil de liberacién del farmaco nos indicé que la liberacidn se lleva a cabo en dos etapas,
aparentemente regidas por fendmenos distintos, teniendo una primera con una liberaciéon
muy rapida en un corto periodo de tiempo, de alrededor del 70%, mientras que, en la
segunda, la cual inicia tras 15 minutos, se libera el fdrmaco de manera lenta y sostenida,
llegando a un total del 90.56% de activo liberado tras 24 h, esto permitiria que al menos ese
20% sea liberado directamente en la zona deseada y potencialmente reducir las dosis

necesarias, limitando un poco los efectos adversos.

Finalmente, el sistema cumple con la carga del fdrmaco y su respectiva liberacién, ademas,
muestra buenas propiedades fisicoquimicas, en cuanto a tamaiio y estabilidad, por lo que
podemos decir que en este caso la hipdtesis se cumple, aunque hacen falta muchas pruebas

mas para determinar su posible aplicacion.




6.2 Perspectivas

e Evaluar el uso de ultrasonido a diferentes tiempos en la sintesis de las NPs con el fin
de homogeneizar el tamafo obtenido.

e Evaluar la posibilidad de obtener NPs de quitosano estables en medio fisiolégico por
otros métodos.

e Evaluar el perfil de carga del farmaco para determinar si es posible cargar mayor
cantidad a diferentes concentraciones.

e Evaluar la encapsulacion del farmaco en el interior de las NPs en lugar de en la
superficie.

e Evaluar la bioseguridad del sistema en tiempos cortos y prolongados, sobre todo en

células relacionadas a su aplicacion.
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Anexo 1. Distribucion de tamafio de particula para el resto de muestras de NPs de quitosano en medio dcido.
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Anexo 2. Distribucion de tamafio de particula para las NPs de quitosano en medio neutro.
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Anexo 3. Espectros FTIR del resto de las muestras de NPs de quitosano obtenidas A) J1, B) J4, C) J5 y D) J6.

Anexo 4. Tabla de tipos de mecanismos de liberacion y transporte de farmacos segun el modelo de Korsmeyer-Peppas

(Tomada de (Paarakh et al., 2019)).

Mecanismo de liberacion

Difusion

Difusion y relajacién
(erosion)

Liberaciéon de orden cero

Exponente de Liberacion Mecanismo de trasporte
(n) del farmaco
n<0.5 Difusidn cuasi-Fickiana
0.5 Difusion Fickiana
05<n<10 Anomalq (transporte no
Fickiano)
1.0 Transporte Caso Il
n>1.0 Transporte super Caso Il

(Relajacién/erosidn)




