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RESUMEN

En la actualidad, y en los ultimos diez afos, la nanotecnologia ha entrado en
auge, dada su capacidad para resolver problematicas de distinta indole. En
particular, la nanomedicina permite generar distintas plataformas de entrega de
farmacos, los cuales pueden ser protegidos y guiados a distintos tejidos y 6rganos.
El objetivo del presente trabajo es desarrollar nanoparticulas de 6xido de zinc (ZnO)
dopadas con magnesio, que permitan la conjugacion a drogas y puedan disolverse
a pH tumoral (pH 4.0 — 5.5). Las nanoparticulas de ZnO poseen la particularidad de
disolverse en condiciones 4cidas. De esta forma, al ingresar a la célula por medio
de endocitosis, las nanoparticulas pueden componer un sistema de entrega de
farmaco antitumoral controlado, con disolucién de las mismas, liberando Zn*? al
medio intracelular de la célula en conjunto con la droga transportada, y con un
potencial efecto sinérgico. Para explorar este sistema de entrega de farmacos, la
primera parte del trabajo correspondié a la sintesis de las nanoparticulas. Para lo
cual se empleo el método de precipitacidn, el que consiste en la reaccion de sales
de zinc y magnesio con hidroxido de potasio. En la segunda parte del trabajo se
evaluo el perfil toxicologico de las nanoparticulas de ZnO en embriones de Danio
rerio para corroborar su potencial toxicidad. Luego, las nanoparticulas fueron
funcionalizadas con dos polimeros, poliallamina y poliestirensulfonato, y un
aminosilano APTES, con el objeto de obtener nanoparticulas que puedan
conjugarse con distintas drogas. Finalmente, se utiliz6 curcumina, como droga
modelo, conjugada con la nanoparticula desnuda y funcionalizada, con el objeto de
evaluar la capacidad de asociacion de la droga a la nanoparticula.

Se lograron desarrollar nanoparticulas de ZnO dopadas con magnesio, las
cuales tienen gran capacidad de adhesién a drogas que tengan estructura de tipo
carbonilo-hidroxilo (por ejemplo, curcumina, doxorubicina y daunorubicina),
posiblemente por medio de la formacion de compuestos coordinados. En embriones
de Danio rerio, son téxicas, sin embargo, el recubrimiento del conjunto
nanoparticula-droga, podria disminuir la toxicidad de estas. Asi, proximos estudios
biologicos podran explorar estos aspectos en mayor detalle y la mejora del

nanosistema.
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ABSTRACT

Currently, and in the last ten years, nanotechnology has boomed, given its
ability to solve problems of various kinds. In particular, nanomedicine allows
generating different drug delivery platforms, which can be protected and guided to
different tissues and organs. The objective of this work was to develop zinc oxide
nanoparticles (ZnO) doped with magnesium, which allows conjugation to drugs and
can dissolve at tumoral pH (pH 4.0 - 5.5). The ZnO nanoparticles have the
particularity of dissolving in acidic conditions. In this way, upon entering the cell by
means of endocytosis, the nanoparticles can compose a controlled antitumor drug
delivery system, with their dissolution, releasing Zn*? in the intracellular medium of
the cell in conjunction with the transported drug, and with a potential synergistic
effect. To explore this drug delivery system, the first part of the work corresponded
to the synthesis of nanoparticles. For this, the precipitation method was used, which
consists of the reaction of zinc and magnesium salts with potassium hydroxide. In
the second part of the work, the toxicological profile of the ZnO nanoparticles in
Danio rerio embryos was evaluated to corroborate its potential toxicity. Then,
nanoparticles were functionalized with two polymers, polyalylamine and polystyrene
sulfonate, and an aminosilane APTES, in order to obtain nanoparticles that could be
conjugated with different drugs. Finally, curcumin was used, as a model drug,
conjugated with the nude and functionalized nanopatrticle, in order to evaluate the

association of the drug to the nanoparticle.

ZnO nanoparticles doped with magnesium were developed and have great
capacity of adhesion to drugs that have carbonyl-hydroxyl groups in their structure
(for example, curcumin, doxorubicin and daunorubicin), possibly through the
formation of coordinated compounds. In Danio rerio embryos, they are toxic,
however, the coating of the nanoparticle-drug set, could diminish the toxicity of
these. Thus, next biological studies will be able to explore these aspects in greater

detail and the improvement of the nanosystem.
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INTRODUCCION

La nanotecnologia aplicada en la medicina ha proporcionado una plataforma
multifuncional para la entrega de farmacos. Gracias a su desarrollo es posible la
direccionalizacion de farmacos a tejidos especificos (targeting) (1,2), lo que permite
mejorar las propiedades farmacocinéticas, limitando la acumulacién del farmaco en
los rifiones, el higado y el bazo, y también puede mejorar sus propiedades
farmacodinamicas, su eficacia terapéutica, aumentar la solubilidad en agua y

proteger a los medicamentos disueltos en el torrente sanguineo (3).

La principal ventaja de los vehiculos para farmacos desarrollados por
nanotecnologia es su potencial para la multifuncionalidad, lo que permite el
alojamiento de farmacos, ligandos de afinidad y radioisotopos, dentro de un solo
sistema para conseguir la administracion de farmacos rastreables en tiempo real y

con capacidad de targeting, es decir tienen un potencial teranéstico (3,4).
La nanotecnologia en el cancer

El cancer es en la actualidad uno de los problemas de salud més importantes
a nivel global, cuyo tratamiento consiste en quimioterapia, radioterapia y cirugia, no
obstante, la ausencia de especificidad de estos muchas veces no elimina el 100%
de las células tumorales, existiendo reincidencia del cancer, o ejerce efectos
citotoxicos en células no cancerosas (5). La nanotecnologia ofrece una amplia gama
de nanosistemas de entrega de farmacos con la habilidad de targeting de tejido
canceroso al ser funcionalizadas, ademas debido a su tamafio, el que se encuentra
en el rango de 1 — 100 nm, pueden extravasar facilmente y acumularse en las
cercanias del tejido, también tienen la capacidad de encapsular drogas con pobre
solubilidad en agua, como es el caso de muchas drogas antineoplasicas, mejorando

su biodisponibilidad y farmacocinética (5,6).

No obstante, los mecanismos de resistencia a multi-drogas del cancer (MDR,;
del inglés multiple drug resistancel) deben ser considerados al momento de
desarrollar un nanosistema. El mecanismo clasico mas conocido es el eflujo

mediado por transportadores, ya sea ABC (ATP binding cassette) o p-glicoproteina
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(P-gp). Esta ultima, tiene una gran cantidad de dominios transmembrana polimorfos
para unirse a drogas, los cuales pueden ser responsables del reconocimiento de los
farmacos. P-gp puede proteger a las células activamente, incrementado el eflujo de
varias drogas anti-cancer fuera de la célula, contra un gradiente de concentracion,
por ende, disminuyen sus niveles intracelulares bajo su concentracion toxica. Para
superar la MDR, se han desarrollado distintas estrategias para inhibir a este
transportador. Las nanoparticulas poliméricas o recubiertas con surfactantes no
ionicos (Tween®, Span®, Polietilenglicol o PEG, etc.) han demostrado influenciar la
farmacocinética de los anticancerigenos inhibiendo P-gp, modulando la actividad
celular del transportador y su expresion (7-9). Sin embargo, la utilizacién de
polimeros, como el PEG, presentan sensibilizacion en terapias cronicas o
prolongadas en el tiempo, perdiendo efecto terapéutico y de invisibilizacion de las
nanoparticulas cargadas con la droga, al ser opsonizadas y eliminadas mas
rapidamente. Si bien, la invisibilidad de la nanoparticula depende de la capacidad
del polimero para no ser reconocido por el sistema inmune, esta capacidad esta
directamente relacionada con la interaccion de la capa externa de la nanoparticula
con las proteinas presentes en el torrente sanguineo. Ciertas proteinas plasmaticas
ayudan al efecto de invisibilizacién, reduciendo el trafico celular no especifico de la
nanoparticula, tal es el caso de las disopsoninas (10). No obstante, muchas de estas
disopsoninas promueven la acumulacion de las nanoparticulas en el higado, como
la albumina, por lo que su utilizacién como recubrimiento de nanoparticulas es
discutible (11).

Una estrategia para superar la MDR, derivada del incremento de la expresién
de P-gp en células tumorales, es lograr una concentracion constante del
anticancerigeno en el espacio intracelular, de modo que se disminuya la eficiencia
del eflujo de los transportadores, por sobresaturacion del proceso. Dado que el pH
del ambiente tumoral es mas acido que en la sangre y células normales, siendo los
endosomas y lisosomas los espacios con menor pH, el uso de nanocarriers que
responden a cambios fisiolégicos de pH para liberar al farmaco selectivamente en
células cancerosas (12), son una alternativa ampliamente utilizada para obtener una

liberacion controlada en el espacio celular, permitiendo superar la MDR (13).
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Terapia antineoplasica

Uno de las quimioterapia méas utilizadas a lo largo de la historia han sido las
antraciclinas tales como doxorubicina, daunorubicina, epirubicina e idaurubicina,
debido a su gran efectividad en contra de una gran cantidad de tipos de cancer,
entre ellos: Linfoma maligno, sarcoma de tejidos blandos y huesos, leucemia
linfoblastica aguda, carcinoma de ovario, cancer de mama, neuroblastoma,
carcinoma uroterial, carcinoma de tiroides, carcinoma gastrico, tumor de Wilms,
carcinoma broncogénico (células pequefas) y sarcoma de Kaposi relacionado con
el SIDA (14). Sin embargo, su efecto secundario mas prominente es la aparicion de
cardiotoxicidad de manera dosis cumulativa dependiente (15), el mecanismo de
accion de este dafio a los miocitos no es del todo claro, pero se han propuesto los
siguientes: inhibicidn de la isoforma beta de topoisomerasa-Il, sobrecarga de calcio,
alteracién de la funcién adrenérgica, metabolitos toxicos de antraciclina, liberacién

de aminas vasoactivas, y liberacion de citocinas proinflamatorias (16,17).

En los ultimos afios se ha estudiado el efecto de la curcumina (Cur), el
principal curcuminoide derivado de la circuma obtenida de la planta Curcuma longa
(18), por sus distintas actividades antioxidantes, antiinflamatoria y anticancerigenas,
a través de la regulacion de vias implicadas en mutagénesis, expresion de
oncogenes, regulacién del ciclo celular, apoptosis, tumorigénesis y metastasis (19).
Siendo un compuesto atractivo en el tratamiento del cancer por sus casi nulos
efectos secundarios a dosis altas como 8 g/dia (20) El conjunto de estas
propiedades convierte a la curcumina en una droga antitumoral atractiva, no

obstante, su baja solubilidad en agua y pobre biodisponibilidad dificulta su uso.

La encapsulacién de estos dos tipos de drogas en un nanocarrier nos permite

disminuir los efectos adversos no deseados y mejorar su biodisponibilidad (15,21).

Sistemas de drug delivery basados en nanotecnologia

Como se ha discutido, la nanotecnologia ofrece muchos sistemas de
nanocarriers cada uno con sus propias ventajas. Entre ellos se encuentran

nanocarriers en base a lipidos como los liposomas, a polimeros como las micelas
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poliméricas, nanoparticulas virales, conjugados de drogas como drogas unidas
covalentemente a anticuerpos y nanoparticulas inorganicas como las de é6xido de
zinc (6). Las nanoparticulas metalicas han recibido gran atencion durante los ultimos
afos debido a sus aplicaciones en radioterapia, imagenes y drug delivery y su
capacidad de ser conjugadas facilmente a anticuerpos, polimeros y drogas (6,22).
Dentro de las mismas los 6xidos metalicos han sido considerados no tan solo como
nanocarriers sino que también como coadyuvantes en terapias antitumorales debido
a su toxicidad inherente en estas células, entre ellos las nanoparticulas de ZnO han
demostrado ser un candidato atractivo debido a que cumple con todas las

consideraciones ya discutidas (23).

Nanoparticulas de éxido de zinc

Las nanoparticulas de éxido de zinc (ZnO) han demostrado tener efectos
citotéxicos especificos en células cancerosas por medio de la produccién de
especies reactivas de oxigeno y desequilibrio en la actividad de proteinas
dependientes de zinc. Estos efectos dependen del tamafio de las mismas, siendo
las de menor tamafio mas toxicas y las que logran atravesar mejor las barreras
biologicas (24). Existen muchos métodos de sintesis de las nanoparticulas de ZnO
tales como Sol-Gel, solvotermal, hidrotermal o precipitacion (25). Sin embargo, en
todos los métodos se obtienen nanoparticulas de ZnO capaces de disolverse en

condiciones acidas o basicas (13).

De manera que es posible concebir un sistema sensible a pH que al ingresar
a la célula por medio de endocitosis de nanoparticulas de ZnO, pueden componer
un sistema de entrega de farmaco controlado con disolucién de las particulas,
liberando Zn*? al medio intracelular de la célula, desde el lisosoma, el cual produce
un efecto sinérgico con la terapia antitumoral, dado que tiene la capacidad de inducir

muerte celular, por produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS).
Funcionalizacion de nanoparticulas

La funcionalizacidon de las nanoparticulas permite generar una estrategia de

entrega de drogas en un sitio especifico, aumentar la biodisponibilidad del
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nanosistema y mejora la capacidad de retencion del mismo, pero también permite
la conjugacion a drogas al aumentar la cantidad de interacciones entre la superficie
del nanosistema y la droga en cuestion (26). Este método de carga de drogas se
conoce como método de multicapas o multilayer en donde se utilizan polimeros de
carga positiva como la PAH o carga negativa como PSS o la superficie de la
nanoparticula puede ser conjugada quimicamente. Debido a lo anterior es necesario
evaluar el efecto de las nanoparticulas sin funcionalizar y funcionalizadas respecto
a un aumento o disminucion de su toxicidad, ya sea en cultivos celulares y su

acumulacion y toxicidad periférica, en ensayos in vivo como los peces cebra (27).

Entendiendo la necesidad de desarrollar nuevas terapias antitumorales y los
requisitos que debe cumplir un nanocarrier para ser utilizado con este objetivo es
que en el presente trabajo se plantea que la curcumina como analogo estructural de
antraciclinas (Figura 1) tiene la capacidad de formar compuestos coordinados con
cationes divalentes, como el Zn*? (28). Asemejandose a un fragmento de la

estructura de la doxorubicina, daunorubicina, epirubicina.

El conjunto de nanoparticulas de ZnO cargadas con Curcumina, permite
concebir un sistema de entrega, que en conjunto con una molécula o proteina de

recubrimiento podria permitir el targeting celular con potencial terapéutico.

0 0] o} OH
, P 2 —_ L e
| — |
HO 2 0H HO 0
0—CHs HzC—0 0—CH, H3C—0
Curcumina Ceto Curcumina Enol
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Figura 1. Estructuras Ceto - Enol de la curcumina, doxorubicina, daunorubicina, epirubicina

e idaunorubicina. En verde se marca el sitio esperado en donde se formara el complejo con

el zinc.
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HIPOTESIS

Las nanoparticulas de ZnO dopadas con magnesio son toxicas en embriones

de Danio rerio. Estas nanoparticulas son capaces de vehiculizar curcumina.

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar nanoparticulas de ZnO dopadas con magnesio toxicas en

embriones de Danio rerio, que permitan la vehiculizacion de curcumina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Sintetizar nanoparticulas de ZnO dopadas con magnesio de tamafio menor a
diez nm por el método de precipitacion, que sean solubles a pH &cido dentro de
rangos tumorales (~4-5.5) y caracterizarlas en cuanto a tamafio, polidispersidad
y potencial zeta.

2. Evaluar la toxicidad de las nanoparticulas de ZnO en embriones de pez cebra
Danio rerio.

3. Funcionalizar las nanoparticulas de ZnO con curcumina utilizando PSS, PAH y
APTES, caracterizandolas respecto a su tamafio, polidispersidad y potencial
zeta.

4. Evaluar la eficiencia de carga y el perfil de liberacion de las nanoparticulas de
ZnO cargadas con curcumina a pH fisioldgico y tumoral.
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MATERIALES

Acetato de zinc dihidratado (Merck, Darmstadt, Alemania).

Acetato de magnesio tetrahidratado (Merck, Darmstadt, Alemania).
Hidréxido de potasio (Merck, Darmstadt, Alemania).

Curcumina de Curcuma longa (Merck, Darmstadt, Alemania).

Sulfonato de poliestireno (poli(sodio 4-estirensulfonato)) (Merck, Darmstadt,

Alemania).

Poli-alilamina hidrocloruro (AK Scientific, Union City, EE.UU.).
(3-aminopropil) trietoxisilano (APTES) (Merck, Darmstadt, Alemania).
Etanol absoluto

Hexano

Agua milli-Q

Medio E3 (5 mM de NaCl, 0.17 mM de KCI, 0.33 mM de CaCl2 y 0.33 mM de
MgSOs).

Danio rerio (bioterio BNI)
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METODOS

Sintesis de nanoparticulas de ZnO dopadas con magnesio

Se adapto el método de fabricacidon por precipitacion descrito por Bang et al
(29). Se realizaron dos soluciones, una de acetato de zinc (2.0 mmol) y acetato de
magnesio (0.2 mmol) en 30 ml de etanol a 70 °C y agitacién constante, y una
segunda de KOH (2.5 mmol) en 10 ml de etanol, bajo agitacién y temperatura
ambiente. Ambas soluciones fueron enfriadas en un bafio de hielo hasta alcanzar
15 °C. Se inyect6 la solucion de KOH rapidamente a la solucion de acetatos, bajo
agitacion constante. El tiempo de crecimiento de las nanopatrticulas fue evaluado a
2, 3, 4y 8 horas. Las nanopatrticulas obtenidas fueron precipitadas usando hexano
como no solvente (12,13), en una proporcion 2:1 etanol:hexano. Finalmente, las
nanoparticulas de ZnO:MgO fueron resuspendidas en agua milli-Q para su

caracterizacion.

Caracterizacion fisicoquimica de nanoparticulas de ZnO dopadas con

magnesio

El tamafio de las nanoparticulas fue evaluado por medio de microscopia
electronica de transmision (TEM). Las imagenes TEM fueron adquiridas en un
STEM Inspect F50 (FEI, Japon). Las nanoparticulas de ZnO:MgO se dispersaron
en etanol absoluto, luego esta dispersion se coloco en rejillas de cobre de 400 mesh
las que fueron visualizadas con el microscopio.

El radio hidrodinamico y el indice de polidispersidad (Pdl) se determinaron
mediante la técnica de dispersion de luz dindmica (DLS), y el potencial zeta se midi6
mediante electroforesis de laser Doppler en un Zetasizer ZS (Malvern Instruments,
Royston, RU), con una fuente de luz laser de He- Ne a una longitud de onda de 633
nm con un angulo de dispersion fijo de 175 °. Las muestras se diluyeron con etanol
al 95% y se midieron en una cubeta DTS1070.

La composicion de las nanoparticulas fue analizada por medio de
espectrometria infrarroja por transformadas de Fourier (FTIR). Los espectros de

FTIR fueron obtenidos en un espectrometro Interspec 200-X FT-IR (Interspectrum
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OU, Toravere, Estonia) con una resolucién de 4 cm, en el rango de nimero de
onda de 4000-500 cm™. Todos los datos fueron recolectados y extraidos del
software Essential FTIR® Spectroscopy Toolbox.Espectros de absorcion UV-Vis
fueron obtenidos en un espectrofotometro de arreglo de diodos Agilent 8453
(Agilent, Santa Clara, EE. UU.). Los espectros de emisién se registraron en un
espectrofotometro de fluorescencia Cary Eclipse (Agilent, Santa Clara, EE. UU.).

Todas las muestras fueron dispersadas en agua mili — Q.
Liofilizado de nanoparticulas de ZnO dopadas con magnesio

Para evaluar el efecto del liofilizado en las nanoparticulas, fue necesario
determinar el uso de trehalosa como crioprotector. Las nanoparticulas de ZnO:MgO
fueron resuspendidas en soluciones al 0.5%, 1%, 1.5%, 2%, 2.5%, 3%, 4% y 5% de
trehalosa en agua. Estas dispersiones se congelaron con nitrdgeno liquido y luego
fueron secadas en un liofilizador (Mundolab, Santiago, Chile). Una vez liofilizadas
las dispersiones, el polvo seco fue resuspendido en agua milli-Q. El radio
hidrodindmico y el indice de polidispersidad (Pdl) se determinaron mediante la
técnica de dispersion de luz dinamica (DLS), y el potencial zeta se midié mediante

electroforesis de laser Doppler en un Zetasizer ZS (como se detall6 antes).
Disolucion de las nanoparticulas de ZnO a pH tumoral

Para determinar la respuesta a diferentes pH, las nanoparticulas de ZnO
fueron sometidas a un estudio de disolucién en buffer fosfato pH 7.0 y buffer acetato
pH 5.1. Luego de 30 minutos, sus espectros de emision se registraron en un

espectrofotometro de fluorescencia Cary Eclipse (Agilent, Santa Clara, EE. UU.).
Célculo de la concentracion de las nanoparticulas

La concentracion de las nanoparticulas fue determinada por una aproximacion
matematica que utiliza el radio Rnps experimental obtenido por TEM y asume una
geometria esférica'y un 100% de rendimiento a través de una adaptacion del trabajo
de Lewis et al. (30) (ecuacion 1). La principal consideracién que hay que tomar en

cuenta, es que es muy dificil el calcular la concentracion de magnesio en la
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nanoparticula dopada, por lo que para facilitar los calculos asumimos que el
magnesio contribuye lo mismo que el zinc, es decir asumimos el mismo radio

atomico del zinc para el magnesio.

En la ecuacion 1 se determind el niUmero total de &tomos por nanoparticula, el cual

es igual a 326924 atomos de zinc.

3
N = ( Rnps )
Réltomo
Ecuacién 1. Namero total de atomos en el cllster. Ryps €s el radio promedio determinado

por 20 nanoparticulas contenidas en 5 imagenes TEM, Rawomo €S €l radio atémico del zinc.

Con la ecuacién 2, es posible determinar el peso de una nanoparticula promedio,
siendo 22355 KDa.

My, = Mz, x N
Ecuacion 2. Peso de una nanoparticula promedio. Mz, es la masa atémica relativa de un

atomo de zinc.

Siguiendo con la ecuacion 3, fue posible determinar la cantidad de atomos de zinc
presentes en la reaccion, considerando que un 100% reaccionan y forman las

nanoparticulas, siendo 1.204 x 1022,

Nitomos = moles de Zn x Ny

Ecuacion 3. Numero de atomos de zinc. Na es el nUumero de Avogadro.

Luego, se determind el numero de nanoparticulas que se producen en una reaccion
a partir del cociente entre el total de atomos de zinc y el nimero de atomos

presentes en una nanoparticula (ecuacioén 6), obteniendo 3.682 x 101°,

Nétomos

Nnp =
NP N

Ecuacion 4. Namero de nanoparticulas.
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Finalmente, determinamos los moles producidos durante la reaccion utilizando el

numero de Avogadro (ecuacioén 7). Siendo 6.115 x 10 moles.

Nnp
mOleSNp =
Na

Ecuacion 5. Moles totales de nanoparticulas de ZnO.

Ensayos toxicolégicos en Danio rerio

Los embriones de pez cebra de tipo salvaje Tuebingen (WT-TU) fueron
mantenidos de acuerdo a métodos estandar (31). Los embriones fueron criados en
un sistema de agua a 28°C con ciclos de luz:oscuridad de 12:12 horas y fueron
clasificados de acuerdo a sus horas post fecundacion (hpf) y morfologia (32). Todos
los ensayos toxicologicos fueron aprobados por el Comité de Bioética Sobre
Investigacion en Animales de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile
bajo el proyecto del Dr. Steffen Hartel.

Para el primer ensayo toxicolégico embriones de 3.5 a 4 horas post-
fecundacion (hpf) fueron expuestos a dosis de 10, 25, 50, 100 y 250 pg/ml de
nanoparticulas de ZnO:MgO, determinadas con el peso de una particula promedio
con la ecuacion 2, y fueron evaluadas la mortalidad a 24 hpf, por microscopia de
campo claro en un estereomicroscopio Nikon C-DSD230 (Nikon, Japdn).

Finalmente, embriones de 3.5 hpf fueron expuestos a concentraciones de
0.0625, 0.3135, 0.625 y 1.25 pug/ml de nanoparticulas. La mortalidad y la eclosién
fue evaluada a 96 y 120 hpf.

Funcionalizacion de las nanoparticulas de ZnO

Las nanoparticulas de ZnO fueron funcionalizadas por dos métodos. Para el
primer método de recubrimiento polimérico por multicapa, se estudié la adicién de
una solucion de poli-alilamina hidrocloruro (PAH) a 3 mg/ml, 2.25 mg/ml, 1.5 mg/ml|
y 0.75 mg/ml sobre una dispersion de quantums dots de ZnO en agua. Se incubo
por 20 min en condiciones de oscuridad, las nanoparticulas funcionalizadas con
PAH (ZnO-PAH) fueron precipitadas por centrifugacion a 10.000 rpm por 10 minutos

y se lavd dos veces con agua grado milli-Q. Ademas, se evalué un segundo
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polimero, para el cual se adicion6 una solucion de sulfonato de poliestireno (PSS)
10 mg/ml, 7.5 mg/ml, 5 mg/mly 2.5 mg/ml, y se incubd bajo las mismas condiciones.
Posteriormente, se eligieron los mejores candidatos para formar los nanosistema de
doble capa polimérica de carga positiva y negativa, ZnO-PSS-PAH y ZnO-PAH-
PSS, respectivamente. El método de fabricacion es el mismo que se describié méas
arriba, partiendo desde la nanoparticula polimérica correspondiente e incubando
secuencialmente las soluciones poliméricas correspondientes (11,33,34).

Para el segundo método de fabricacion, se inyectaron 50 pL de APTES a una
solucién de ZnO en etanol (10 ml) bajo reflujo a 80° C por toda la noche, con el
objeto de obtener nanoparticulas aminadas (ZnO-NH2). La superficie aminada de
las nanoparticulas permite tener una plataforma de anclaje a otras moléculas, ya
sean proteinas o drogas. Estas fueron separadas por centrifugacion a 10.000 rpm
por 10 minutos (13).

Carga y perfil de liberacion de curcumina en las nanoparticulas de ZnO

La curcumina (Cur) fue cargada a la superficie de ZnO y ZnO-NH2. Para ello,
la curcumina fue solubilizada en etanol absoluto y fue afiadida a la dispersiéon de
nanoparticulas de ZnO (10 ml), de modo que la concentracion final de Cur fue de 1
mg/ml. Las nanoparticulas fueron dejadas con agitacion constante y oscuridad por
toda la noche. Las nanopatrticulas cargadas con Cur (ZnO-Cur) fueron separadas
de la Cur libre afadiendo hexano como no solvente, y posteriormente fueron
centrifugadas a 10.000 rpm por 3 minutos. Del mismo modo que antes, el radio
hidrodindmico y el Pdl se determinaron mediante DLS, y el potencial zeta se midi6
mediante electroforesis de laser Doppler.

El sobrenadante de las nanoparticulas de ZnO-Cur precipitadas, el cual
contiene a la Cur libre, fue utilizado para cuantificar la cantidad de curcumina
cargada en las nanoparticulas de manera indirecta. Por medio de una curva de
calibracion, fue obtenida la concentracion de Cur libre y la carga de Cur fue
calculada por la ecuacion 6. La medicion fue realizada en un espectrofotometro de
arreglo de diodos Agilent 8453 (Agilent, Santa Clara, EE. UU.) a 430 nm.
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moles CUR totales — moles de CUR libre

% Eficiencia de carga de CUR = ——les de CUR totales * 100

Ecuacion 6. Ecuacion utilizada para determinar la eficiencia de carga de CUR en las
nanoparticulas de ZnO y ZnO funcionalizadas.

El perfil de liberaciéon de Cur fue realizado a 37°C durante 20 horas a pH 7.4
y 5.5, y a pH 7.4 con cambio de pH a las 4 horas (pH final 5.5). Se utilizé6 una
membrana de dialisis de 10.000 MWCO, la configuracion del ensayo se muestra en
la Figura 1.

La liberacion de Cur fue determinada a las 1, 2, 4, 6, 8 y 20 horas, de la
misma manera que la eficiencia de carga de Cur, debido a que la curcumina es
insoluble a pH 7.4 un 10% de etanol absoluto fue afiadido a las muestras previa
medicion, la curva de calibraciéon a pH 7.4 también fue realizada con un 10% de

etanol absoluto.

(X p — -
ir M ¢ ZnO-Curcumina

Curcumina

- —— [ Membrana
e |+~ de dialisis

Buffer —

K’ | — Buffer

Figura 2. Diagrama de la configuracién del ensayo de liberacién de curcumina, se

representa el estado de equilibrio de solutos.

Analisis estadistico
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Los datos fueron analizados con el software Minitab® 17.1.0. El analisis
estadistico del tamafio, Pdl y potencial zeta fue realizado utilizando ANOVA de un
factor, con el objeto de estudiar la significancia entre los distintos datos entregados
por el diametro, Pdl y potencial zeta en base al valor P entregado en la comparacién
grupal con un nivel de significancia del 5% y andlisis post-hoc Tukey, del cual se
utilizaron los valores P para estudiar la significancia entre los distintos pares que

componen los grupos evaluados con un nivel de significancia de 5%.

Para los ensayos toxicolégicos en Danio rerio el andlisis estadistico fue
realizado utilizando ANOVA de un factor y analisis post-hoc de Tukey para estudiar
la significancia entre el efecto y dosis de las nanoparticulas de ZnO, de la misma

manera ya descrita.
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RESULTADOS
Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de ZnO

La sintesis de las nanoparticulas de 6xido de zinc se llevé a cabo siguiendo
el método de precipitacion de Muhammad et al.(12) y Cai et al.(13), ambas
adaptaciones de Bang et al. (29) en las cuales se emplea un tiempo de crecimiento
de las nanoparticulas de 8 horas. Se evaluaron distintos tiempos de sintesis con el
objeto de optimizar el proceso y caracterizar el crecimiento de las nanoparticulas de
ZnO en solucidn etandlica. En la Figura 3 se aprecian los resultados promedios del
diametro hidrodindmico, el cual nos permite evaluar el crecimiento de las
nanoparticulas, y de Pdl, los que otorgan informacion acerca de las distintas
poblaciones existentes respecto a sus diametros, ambos fueron evaluados en cada
uno de los tiempos de sintesis. En el caso del Pdl, valores en el rango de 0.1 a 0.7
de PdI representan sistemas con una distribucion de tamafios estrecha a media
(35), como es el caso de las nanoparticulas sintetizadas a 2 y 3 horas. Por otro lado,
valores mayores a 0.7 de Pdl representan sistemas con una amplia distribucién de
tamafios macromoleculares en solucién (35), lo que seria el caso de las
nanoparticulas sintetizadas a 4 y 8 horas. Lo anterior sugiere que las nanopatrticulas
de ZnO, durante el proceso de crecimiento, existen en dos estados principalmente,
el primero de baja agregacion y un segundo de alta agregacion, entre las 2 y 3 horas
de sintesis (p = 0.892) y entre las 4 y 8 horas de sintesis (p = 0.673),
respectivamente. En el caso del diametro hidrodinamico promedio, no existen

diferencias estadisticamente significativas.

En cuanto al potencial zeta de las nanoparticulas de ZnO (Figura 4), en todos
los tiempos de sintesis poseen una carga de ~-2.0 mV. La informacién aportada por
el potencial zeta puede ser relacionada con estabilidad coloidal de la nanoparticula
de ZnO, en este caso (36). En general, valores entre 0-10 mV sugieren estados
altamente inestables, no obstante, la teoria DLVO sugiere que la estabilidad coloidal
depende de la suma de las fuerzas atractivas de van der Waals y las fuerzas
repulsivas electrostaticas debido a la doble capa eléctrica (EDL), el potencial zeta

solo entrega informacién acerca de la segunda (36), por lo que solo entrega una
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informacion parcial. Por otro lado, se ha reportado que el punto isoeléctrico de las
nanoparticulas de ZnO puede encontrarse a pH 8.0, 9.7, 9.8 0 10.3 dependiendo
del método de fabricacion empleado (37). El pH utilizado en la sintesis de las

nanoparticulas es 8.5, lo cual podria explicar el potencial zeta obtenido.
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Figura 3. Diametro hidrodindmico y Pdl promedio de las hanoparticulas de ZnO sintetizadas

a2, 3,4y 8 horas (diametro p = 0.32, Pdl p = 0.006).
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Figura 4. Potencial zeta de las nanoparticulas de ZnO sintetizadas a 2, 3, 4y 8 horas (p =
0.439).
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Espectros de absorcion y emision de las nanoparticulas de ZnO

Estudios previos han demostrado que el dopaje de las nanoparticulas de
oxido de zinc con magnesio mejora los picos de emision en azul y de su
fluorescencia en verde, observandose como un ensanchamiento de las bandas (38).
En la Figura 5 observamos una banda muy amplia entre ~450 - 600 nm, que
corresponde a su fluorescencia en verde, existiendo una relacién directa con el
tiempo de crecimiento. Esto puede deberse a la mayor presencia de Zn(OH)2 en
etapas tempranas de la sintesis, como se puede apreciar en la ecuacion 2, adaptada
de Alias et al. (39), y comprobarse en el espectro FTIR de la Figura 6 con la
desaparicion de la banda a 3.361 cm™ progresivamente. Ademas, se ha descrito la
presencia de un pico a ~570 -600 nm en el espectro de fluorescencia de las
nanoparticulas de ZnO, debido a defectos de oxigeno intersticial (Oi) (40,41). Es
probable que el pico de 700 nm de la Figura 5, sea un desplazamiento del pico
registrado en la literatura (41), por el dopaje con magnesio, que como ya se dijo,

produce un ensanchamiento de la banda en verde.
Zn(CH3COO0)202H20 + 2KOH —» Zn(OH)2 + 2CH3COOK + 2H20
Zn(OH)2 + 2H20 —> Zn(OH)42 + 2H*
Zn(OH)42 5 ZnO + H20 + 20H

Ecuacion 7. Ecuacién quimica propuesta para la formacién de nanoparticulas de ZnO,
adaptado de Alias et al (39).
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Figura 5. (A) Espectro de absorcion, (B) espectros de emisién de nanoparticulas de ZnO
sintetizadas a 2 en azul, 3 en naranjo, 4 en gris y 8 horas en amarillo (C) espectro de emision

de nanoparticulas de ZnO sintetizadas a 3 horas a pH 7.4y 5.5.
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El analisis de la espectrometria infrarroja con Transformada de Fourier
(FTIR), Figura 6, en el cual 3.361 cm™ corresponde a una banda de vibracién de
estiramiento —OH (42), que desaparece a lo largo de la sintesis, como se discutid
mas arriba. 1.395, 824 y 581 cm™ corresponden a bandas de vibracion de
estiramiento Mg-O y 1.395, 530 y 486 cm™ a bandas de vibracion de estiramiento
Zn-0 (42).

El ZnO es un semiconductor del tipo 1I-VI, por lo que las nanoparticulas de
ZnO pueden ser observadas en TEM sin necesidad de tinciéon. En la Figura 7 se
muestran las imagenes obtenidas por TEM de las nanoparticulas sintetizadas a las
2,3,4y8horas. Alas 2y 3 horas se logra ver a las nanoparticulas desagregadas
y alas 4 y 8 horas se observan acumulaciones de nanoparticulas, lo cual puede ser
explicado por el Pdl.

En adelante, se decidié utilizar nanoparticulas de ZnO con un tiempo de
crecimiento de 3 horas, puesto que estdn presentes grupos hidroxilos en su
superficie, los que facilitan la funcionalizaciéon de la nanoparticula. Ademas, en
comparacion con la nanoparticula con crecimiento de dos horas, existe un pequefio
incremento en la intensidad de su emision en verde. Por otro lado, en la Figura 5
(C), se observa que a pH 5.5 practicamente no existe fluorescencia, ya que la

nanoparticula se disuelve.
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Figura 6. Espectros FTIR de nanoparticulas de ZnO sintetizadas a 2 horas en café, 3 horas

en amarillo , 4 horas en verde y 8 horas en celeste.
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(B)

250 nm

Figura 7. Imagenes TEM de (A) ZnO 2 horas de sintesis, (B) ZnO 3 horas de sintesis, (C)
4 horas de sintesis y (D) 8 horas de sintesis.

Efecto del liofilizado sobre el tamafio de las nanoparticulas de ZnO

El liofilizado de las nanoparticulas debe asegurar que no se afecta el tamafio
ni la identidad de las mismas, luego del proceso (43). Por ello, se evaluo el uso de
un crioprotector, trehalosa, en distintas concentraciones. En la Figura 8, se observa
una gran variabilidad en el diametro hidrodinamico de las nanoparticulas
resuspendidas en agua post — liofilizado, solo con 5 mg/ml de trehalosa se obtiene
un diametro de 40 nm, mas del doble del tamafio obtenido con la nanoparticula sola.
En la Figura 9, se observa que el potencial zeta de las nanoparticulas es mayor, en
comparacion con el de la misma sin trehalosa, lo cual puede deberse a la estructura
del disacéarido. Debido a que no existe un efecto positivo en el tamafio de la
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nanoparticula post — liofilizado al usar trehalosa, se decide prescindir de

crioprotector.

500 ODiametro mPdl 12
T450 4 T _
Sg0d T 1
g 350 " <
I= + - 0.8
'S 300 - BB ®
82501 [T] L 0,6 §
2 200 - + 5
2 150 - hs F 04 @
£ 100
£ i |—| L 02
O 50 -

SO 5 S 5 4 O N N N I
0,5 1 1,5 2 2,5 3 4 5

Trehalosa (mg/ml)

Figura 8. Diametro hidrodindmico y Pdl promedio de las nanoparticulas de ZnO liofilizadas
con el crioprotector trehalosa a 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 4 y 5 mg/ml (didmetro p = 0.45, Pdl p
<< 0.05).
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Figura 9. Potencial zeta de las nanoparticulas de ZnO liofilizadas con el crioprotector
trehalosaa 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 4y 5 mg/ml (p << 0.05).

Toxicologia Danio rerio

Solo el perfil toxicologico de las nanoparticulas de ZnO sin funcionalizar fue
evaluado en los embriones de Danio rerio de 3.5 a 4 hpf. En primera instancia se

evaluaron concentraciones de 10, 25, 50, 100 y 250 pg/ml (Figura 10), obteniendo
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un 100% de muerte en todos los casos con un tiempo de incubacion de 24 horas.
Debido a lo anterior, se realiza un nuevo ensayo toxicolégico en embriones de Danio
rerio de 3.5 hpf. Las concentraciones de nanoparticulas fueron disminuidas a
0.0625, 0.3135, 0.625 y 1.25 pg/ml. A las 96 horas de exposicion se observa que la
dosis de 0.3135 pg/ml alcanza un 30% de muerte (Figura 11), resultado que es
significativo, respecto al control (p = 0.022), no obstante, no hay diferencias

significativas entre el efecto de 0.3135 pg/mly las otras 3 dosis.
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Figura 10. Mortalidad de Danio rerio a 24 hpf con nanoparticulas de ZnO en a
concentraciones de 10, 25, 50, 100 y 250 pg/ml (n = 20) (p = 0.000).

En cuanto al porcentaje de eclosion a 96 hpf (Figura 12) 1.25 y 0.625 pg/ml
inhiben significativamente la eclosién de los embriones respecto al control (0.000 y
0.001, respectivamente) y respecto 0.0625 pg/ml (0.029 y 0.003, respectivamente).

36



I
a1

N
o

w
)]

w
o
1

N
(€]
"

Mortalidad (%)

=N
o o
—

|
Tl

Control 0.0625 ug/ml  0.3135 ug/ml  0.625 ug/ml 1.25 ug/ml

=
o
L)

&)
1

Figura 11. Mortalidad de Danio rerio a 96 hpf con nanoparticulas de ZnO a concentraciones
de 0.0625, 0.3135, 0.625y 1.25 pg/ml (n = 26) (p = 0.034).
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Figura 12. Eclosion de Danio rerio a 96 hpf con nanoparticulas ZnO a concentraciones de
0.0625, 0.3135, 0.625 y 1.25 pg/ml (n = 26) (p= 0.000).
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Figura 13. Imagenes representativas de Danio rerio a 96 hpf con nanoparticulas ZnO a

concentraciones de 0.0625, 0.3135, 0.625 y 1.25 pg/ml (n = 26), en la primera columna se
presentan a los embriones muertos, en la segunda a los que no eclosionaron y en la tercera

a los embriones vivos.
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Figura 13 (continuacion). Imagenes representativas de Danio rerio a 96 hpf con

nanoparticulas ZnO a concentraciones de 0.0625, 0.3135, 0.625 y 1.25 pg/ml (n = 26), en
la primera columna se presentan a los embriones muertos, en la segunda a los que no

eclosionaron y en la tercera a los embriones vivos.
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A las 120 horas de exposicion se observa un incremento significativo en la
mortalidad (Figura 14) de los embriones respecto a las 96 horas de exposicion a
1.25 (p = 0.006), 0.625 (p = 0.003) y 0.025 (p = 0.043) pg/ml, a 0.3135 pg/ml no
existe un aumento en la mortalidad (p = 0.398). La dosis de 0.0625 pug/ml no es
significativamente distinta al control (p = 0.357) mientras que 0.3135, 0.625y 1.25
pg/ml lo son (p = 0.000), no obstante, no existe diferencia entre estas, por lo que el
efecto es alcanzado a 0.3135 pg/ml con 96 horas de exposicion y a 0.625 y 1.25
pg/ml a las 120 horas de exposicion. Esto podria deberse a que a 0.3135 pg/ml es
mas probable que las nanoparticulas se acumulen en los canales del corion del
embridn, los cuales poseen un didmetro de ~200 nm (44), siendo el mecanismo de
muerte predominante, principalmente en estadios tempranos (45), esto se confirma
con la Figura 13 y 16 en donde se observa que las dosis de 1.25 y 0.625 pg/ml a
las 120 horas de exposicién afecta a peces que se han desarrollado.
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Figura 14. Mortalidad de Danio rerio a 120 hpf con nanoparticulas de ZnO a
concentraciones de 0.0625, 0.3135, 0.625 y 1.25 pg/ml (n = 26) (p = 0.000).
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En cuanto al porcentaje de eclosién a 120 horas de exposicién (figura 15), no
existen diferencias significativas con la exposicion de 96 horas, se mantiene que
0.625 y 1.25 pg/ml inhiben significativamente la eclosiéon de los embriones con
respecto al control (p = 0.000 para ambos) y 0.0625 ug/ml (p = 0.000 para ambos).
No obstante, las dosis de 1.25 y 0.0625 pg/ml son significativamente distintas a
0.3135 pg/ml (p = 0.000 y 0.001, respectivamente).
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Figura 15. Eclosion de Danio rerio a 120 hpf con nanoparticulas ZnO a concentraciones de
0.0625, 0.3135, 0.625 y 1.25 pg/ml (n = 26) (p = 0.000).
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Figura 16. Imagenes representativas de Danio rerio a 120 hpf con nanoparticulas ZnO a
concentraciones de 0.0625, 0.3135, 0.625 y 1.25 pg/ml (n = 26), en la primera columna se
presentan a los embriones muertos, en la segunda a los que no eclosionaron y en la tercera

a los embriones vivos.



Figura 16 (continuacién). Imagenes representativas de Danio rerio a 120 hpf con
nanoparticulas ZnO a concentraciones de 0.0625, 0.3135, 0.625 y 1.25 ug/ml (n = 26), en

la primera columna se presentan a los embriones muertos, en la segunda a los que no

eclosionaron y en la tercera a los embriones vivos.



Funcionalizacion polimérica de nanoparticulas de ZnO

La funcionalizacion de las nanoparticulas de ZnO se llevo acabo adaptando
el método de multicapas de Sousa et al. (34). En la Figura 18, el diametro
hidrodindmico promedio para las nanoparticulas funcionalizadas con PAH es de
alrededor de 20 nandémetros, excepto para las nanoparticulas que fueron tratadas
con una solucion de 1.5 mg/ml de PAH, las cuales alcanzaron 38 nm de diametro.
Aunque el Pdl es variable, en el caso del tratamiento de 0.75 mg/ml, el Pdl es muy
cercano a la nanoparticula sin funcionalizar, por lo que el recubrimiento con PAH a
estas concentraciones seria 6ptimo. Por otro lado, las condiciones de 3, 2.25y 1.5
mg/ml de PAH tienen valores de Pdl muy altos, por lo que se estan generando
agregados macromeétricos, lo cual puede atribuirse a la mayor concentracion de
PAH, donde el exceso de este puede autoagregarse. En cuanto a las nanoparticulas
funcionalizadas con PSS, las tratadas con 7.5 mg/ml presentaron un diametro
hidrodindmico mayor a 100 nm, mientras que las demas condiciones presentaron
tamafos mayores a 500 nm, por lo que no fueron graficadas. Esto podria deberse
a que parte de la poblacion de nanoparticulas que presentan carga negativa se
repelen con el polimero, mientras que la otra parte positiva puede unirse
electrostaticamente al PSS, facilitando la formacion de grandes agregados
macromeétricos. En cuanto a las nanoparticulas tratadas con APTES, al igual que

con PAH a 0.75 mg/ml, se obtuvo un tamafio y un Pdl muy cercano al de la particula.

En la Figura 20 se observan las imagenes obtenidas por TEM de las
nanoparticulas recubiertas con 0.75 mg/ml PAH y 7.5 mg/ml PSS. En ambas se
observan grandes agregados, los cuales pueden ser de nanoparticulas con
polimero. Sin embargo, en el caso del PSS debido a su estructura aromatica (Figura
17) la densidad electronica esta principalmente localizada en su grupo funcional
mientras que en PAH no. Esto podria explicar en principio la diferencia en las

imagenes de la Figura 20.

Se decidio utilizar a las nanoparticulas funcionalizadas con APTES debido a
gue el proceso de separacion de las mismas es mas sencillo y exhaustivo que el de

las nanoparticulas funcionalizadas con PAH.
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Figura 17. Estructuras de los polimeros polialilamina y poliestirensulfonato.
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Figura 18. Diametro hidrodinamico y Pdl promedio de las nanoparticulas de ZnO

funcionalizadas con poli-alilamina hidrocloruro (PAH) 3mg/ml, 2.25 mg/ml, 1.5 mg/mly 0.75

mg/ml, y sulfonato de poliestireno (PSS) 7.5 mg/ml y APTES (Diametro p = 0.31, Pdl p =

0.003)
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Figura 19. Potencial zeta de las nanoparticulas de ZnO funcionalizadas con sulfonato de

poliestireno (PSS) 7.5 mg/ml y poli-alilamina hidrocloruro (PAH) 3mg/ml, 2.25 mg/ml, 1.5

mg/mly 0.75 mg/ml (p < 0.05).
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Figura 20. Imagenes TEM de nanoparticulas de ZnO funcionalizadas con (A) 0.75 mg/mi

PAH Yy (B) 7.5 mg/ml PSS.
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Carga de curcumina

Las nanoparticulas de ZnO y las nanoparticulas de ZnO funcionalizadas con
APTES (ZnO-NHz2) fueron utilizadas para cargar Curcumina a la superficie de la
nanoparticula. En la Figura 21 se muestra el espectro de emision de ZnO-NH:2
cargado con Curcumina, se observa que el pico de intensidad del espectro de la
nanoparticula se encuentra disminuido, mientras que el de la curcumina

practicamente no se ve afectado, a este fendmeno se le llama quenching.

Se evalud la eficiencia de carga de la nanoparticula de ZnO, ZnO-NHz, ZnO
apH 7.4y 5.5 (Figura 22), sin embargo, no existen diferencias significativas entre
todos los grupos. Esto puede deberse a que el complejo formado entre la curcumina
y las nanoparticulas ayuda a estabilizar y mejora la solubilidad de la droga (28,46).
La liberacion de curcumina (Figura 23) fue realizada con ZnO sin funcionalizar a pH
5.5, 7.4 y con cambio de pH a las cuatro horas (de 7.4 a 5.5), ademas se estudiaron
ZnO-NH:z con cambio de pH a las cuatro horas (de 7.4 a 5.5). El estudio con cambio
de pH se realiz6 para asemejar el ingreso del nanosistema al endosoma y posterior
lisosoma de la célula tumoral, reservorio en el cual la nanoparticula debe disolverse
para liberar a la curcumina al citosol. Se puede observar que ZnO y ZnO-NH:2
comienzan a liberar curcumina a las 4 horas, por lo que existe una respuesta
inmediata al cambio de pH. Sin embargo, a las 20 horas en todas las condiciones
se logra liberar ~90% de curcumina, sin haber diferencias significativas entre cada
condicién a tiempo final. Esto es esperable para las condiciones en el pH final que
fueron de 5.5 ya que la nanoparticula se disolvera resultando en la liberacion de
curcumina. A pH 7.4 la curcumina fue liberada de la nanoparticula de a partir de las
6 horas lo que sugiere el complejo ZnO-CUR es de una limitada estabilidad a la
temperatura fisiologica y tiempos de exposicion prolongados.
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Figura 21. Espectro de emisién de la nanoparticula funcionalizada con APTES y cargada
con curcumina. En negro el espectro de curcumina a 430 nm y en gris de la nanoparticula
a 340 nm.
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Figura 22. Eficiencia de carga de curcumina en nanoparticulas de ZnO a pH 7.4, pH 5.5,
ZnO sin funcionalizar con APTES y funcionalizadas con APTES (ZnO-NH>) (p = 0.404).
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Figura 23. Liberacion de curcumina con pH fijo a 5.5, 7.4 y con cambio de pH de 7.4 a 5.5
a las cuatro horas en ZnO y ZnO-NH: (p = 0.891).
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DISCUSION

El higado presenta un gran desafio al desarrollar nuevos nanocarriers,
puesto que su capacidad de retener a las nanoparticulas esta directamente
relacionada con su metabolizacion y aclaramiento, en detrimento de los efectos
terapéuticos. Se ha discutido que el tamafio de las nanoparticulas va en relacion
directa con su eliminacion, de esta forma aquellas con un tamafio sobre los 250 nm,
son usualmente secuestradas por el bazo y fagocitadas, mientras que aquellas
menores a 10 nm son removidas por extravasacion y aclarado renal (47,48). No
obstante, el principal mecanismo por el cual las nanoparticulas son eliminadas por
el higado, es la opsonizacion de estas en circulacion y posterior fagocitacion por las
células de Kuppfer en el sistema reticulo endotelial o sistema fagocitico
mononuclear en las paredes de los sinusoides hepéaticos (48,49).

Al ingresar a la circulacion sanguinea o cualquier otro fluido biolégico, las
nanoparticulas, o cualquier otro componente exdgeno, son recubiertas por las
proteinas presentes en aquel fluido, este recubrimiento se conoce como corona de
proteinas (50). La opsonizacion de las nanoparticulas depende de la corona de
proteinas, y puede ser influenciada por distintas estrategias de recubrimiento de
nanoparticulas (49,51). Las particulas neutrales presentan una velocidad de
opsonizacibn mas lenta que las particulas cargadas (52). Particulas cargadas
positivamente, adsorben preferencialmente proteinas con puntos isoeléctricos
menores a 5.5 (como la albumina), mientras que las negativas se unen a proteinas
con punto isoeléctrico mayor a 5.5 (como IgG) (49). La hidrofobicidad de las
nanoparticulas también influencia en la velocidad de opsonizacion y la identidad de
las proteinas unidas: las particulas mas hidrofébicas son opsonizadas mas
rapidamente que las hidrofilicas, debido a un aumento en la adsorbabilidad de las
proteinas del plasma a la superficie de particulas hidréfobas (49,53). Entre mas
hidrofilicos sean los polimeros utilizados para recubrir a la nanoparticulas, menor
sera la cantidad de proteinas adsorbidas (principalmente albumina); mientras que
los polimeros hidrofébicos resultan en una adsorcion preferencialmente por

apolipoproteinas, albumina, fibrindgeno e inmunoglobulinas, en menor medida
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(49,54). La adsorciéon de opsoninas, como fibrindgeno, IgG, factor del complemento,
etc. promueven la fagocitosis con remocion de las nanoparticulas del flujo
sanguineo, mientras que la union de disopsoninas, como albumina,
apolipoproteinas, etc. promueven tiempos prolongados de circulacién en la sangre
(55).

Las nanoparticulas de oxido de zinc han sido investigadas en las ultimas
décadas debido a su biocompatibilidad, bajo costo de produccion y aplicaciones
biomédicas tales cémo biosensores, bioimaging y drug delivery (56). En el presente
trabajo se logré desarrollar nanoparticulas de ZnO dopadas con magnesio por el
meétodo de precipitacion adaptado de Bang et al. (29). Debido a que no existieron
diferencias significativas en el tamafio de las nanoparticulas sintetizadas a 2, 3,4y
8 horas (Figura 3), las nanoparticulas fueron clasificadas por el Pdl obtenido, este
permitid reconocer dos poblaciones significativamente distintas: i) 2 y 3 horas de
sintesis y ii) 4 y 8 horas de sintesis. El primero de baja agregacion y el segundo de
alta agregacion. No obstante, lo anterior responde al bajo potencial zeta obtenido
de ~-2.0 mV, ya que segun la teoria de DLVO la estabilidad de un coloide depende
del equilibrio entre las fuerzas atractivas de van der Waals y las fuerzas de repulsiéon
electrostaticas, de manera que un potencial zeta de + 30 mV es necesario para
mantener el sistema estable (36,57). En el caso de las nanopatrticulas, el potencial
obtenido es muy pequefio, por lo que el sistema siempre va a tener a aglomerarse,
lo cual explicaria los valores de Pdl obtenidos. La funcionalizacion de las
nanoparticulas podria corregir este problema.

Del ensayo toxicolégico realizado en embriones de Danio rerio con
concentraciones de 0.0625, 0.3135, 0.625 y 1.25 pg/ml se desprende que las
nanoparticulas de ZnO:MgO inhiben la eclosiéon de los embriones a 1.25 y 0.625
pug/ml alas 120 horas de exposicién, por lo que su efecto es dependiente del tiempo,
probablemente por acumulacion de las nanoparticulas en el corion (44,45). A su
vez, el 50% de la mortalidad de los embriones es alcanzada a 1.25, 0.635y 0.3135
pg/ml con 120 horas de exposicion, no obstante, a 1.25 y 0.625 pg/ml el mecanismo
de muerte de las nanoparticulas es presuntamente distinto al de 0.3135 pg/ml,

debido a que este Ultimo mata a los embriones en estadios tempranos por
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acumulacion en los canales del corion, mientras que las dosis mas altas logran
matar a embriones ya desarrollados. Debido a lo anterior, es necesario realizar mas
ensayos toxicoldgicos en los embriones de Danio rerio, para evaluar el efecto de la

concentracion y acumulacion de las nanopatrticulas en los embriones y su efecto.

Para funcionalizar a las nanoparticulas se emplearon dos principios, por
interacciones electrostéaticas en el caso de los polimeros, y quimicamente en el caso
de APTES. Debido a que el potencial zeta de las nanopatrticulas es muy pequefio y
de acuerdo al perfil de distribucién obtenido por el analisis realizado en el equipo
Zetasizer de Malvern (informacion no mostrada), se asume que existen por lo menos
dos poblaciones de nanoparticulas, con carga superficial positiva y con carga
superficial negativa. Es por lo anterior que se emplearon dos polimeros, PSS de
carga negativa y PAH de carga positiva, s6lo PAH mostr6 capacidad de adhesion a
la nanoparticula. Sin embargo, la eliminacion del polimero sin reaccionar es dificil
de lograr por métodos convencionales, ya sea por no solvente o precipitacion, es
por ello que se decidio utilizar APTES para funcionalizar a las nanoparticulas con
una estructura de carga positiva. Debido a que la nanoparticula posee grupos
hidroxilos superficiales, APTES se adhiere facilmente a su superficie y las
nanoparticulas funcionalizadas pueden ser obtenidas facilmente por centrifugacion
y lavados con agua, ya que el APTES sin reaccionar es hidrolizado mientras que el
adherido a la nanoparticula es estable. La carga de curcumina se logré
exitosamente en todas las condiciones en conjunto con la respuesta a pH por parte
de ZnO y ZnO-NHz2, no obstante, no existe diferencias entre a las 20 horas, por lo
qgue es necesario realizar mas ensayos que determinen la interaccion curcumina —
ZnO:MgO vy la estabilidad del complejo formado antes de continuar con

antraciclinas.

Finalmente, en el presente trabajo se logré desarrollar nanoparticulas de
Zn0O:MgO funcionalizadas con APTES, las cuales poseen grupos aminas primarias
en su superficie, que pueden ser conjugadas a distintas drogas antitumorales.
Ademas, su efecto toxico podria generar terapias con un efecto sinérgico sensible

a pH tumoral.
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CONCLUSIONES

Se desarrollaron nanoparticulas de ZnO dopadas con magnesio sensibles a
pH tumoral. Estas particulas lograron ser funcionalizadas exitosamente con APTES,
generando una potencial plataforma de transporte de distintas drogas. Se determiné
gue las nanoparticulas de ZnO:MgO son toxicas en Danio rerio. Esto indicaria que
futuros disefios podrian considerar estrategias de recubrimiento que permitan
direccionar y proteger al nanosistema, y al mismo tiempo disminuir posibles efectos
toxicos periféricos antes de alcanzar el blanco terapéutico donde puedan exhibir un
efecto sinérgico. Se logré cargar curcumina a las nanoparticulas funcionalizadas
con APTES y desnudas sin existir diferencia alguna incluso a pH 7.4, en donde la
curcumina es insoluble, lo que sugiere la formacién de un complejo nanoparticula —
curcumina el cual mejora la solubilidad de esta ultima. Ademas, se logré liberar
curcumina de manera dependiente de pH en concordancia con la disolucion de las
particulas de ZnO:MgO a pH 5.5, lo que es necesario para liberar a la droga en el
citosol; no obstante, la cinética de liberacion es similar entre todas las condiciones
estudiadas. Estudios adicionales son necesarios para determinar la interaccion y la

formacion del complejo entre farmaco y nanoparticula.
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LIMITACIONES

La determinaciébn matematica de la concentracién de las nanoparticulas
incurre en aproximaciones inherentes del método, por lo que la relacién entre
concentracion de exposicion y el efecto toxico de las nanoparticulas podria estar

estimado en un rango incorrecto.
PROYECCIONES

A partir de esta investigacion, se podria pensar en el disefio de
nanoparticulas de ZnO:MgO que tengan un mayor control sobre la liberacion de
curcumina con el objeto de obtener un nanosistema sensible a pH tumoral y se
podria evaluar la toxicidad de estas nuevas nanoparticulas en modelos de cancer

de Danio rerio.

Por otro lado, en conjunto con el grupo de Paola Scavone y Luciana Robino
del Departamento de Microbiologia, Instituto de Investigaciones Bioldgicas
Clemente Estable, Montevideo, Uruguay, hemos determinado que estas
nanoparticulas poseen una actividad antibiofilm en cepas uropatdégenas Proteus
mirabilis. Este hallazgo ha resultado en el disefio de un proyecto de investigacion
orientado a desarrollar nanoparticulas funcionalizadas con fosfomicina y cefuroxima

buscando un efecto sinérgico.
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