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ABSTRACT: For an anticancer molecule to effectively enter a tumor cell and perform its function,
it must overcome the physical and physiological barriers that the human body imposes. These
barriers must be carefully considered and translated into specific physicochemical characteristics
that the molecule must possess to ensure successful delivery. One strategy to enhance drug de-
livery involves using nanomaterials as carriers to facilitate the targeted delivery of drugs and
bioactive molecules. This work reviews key biological aspects relevant to the topic. It examines
how to tune and modulate the physicochemical properties of nanomaterials to overcome these
barriers. Specifically, it discusses how parameters such as particle size, chemical composition,
and functionalization can be optimized to improve drug targeting to neoplastic cells. This work
focuses on emulsion polymerization as a method for nanocarrier synthesis, emphasizing the con-
trol of the average and size distribution of the particle. Furthermore, it highlights a physical func-
tionalization method developed by our research group, which has led to a patent innovation.
KEYWORDS: cancer, polymer nanoparticles, targeted delivery, emulsion polymerization, func-
tionalization.

RESUMEN: Para que una molécula anticancerigena pueda ingresar a una célula tumoral y cum-
plir su funcion de manera efectiva, es esencial que supere las barreras fisicas y fisiologicas
impuestas por el cuerpo humano. Estas barreras deben ser consideradas, y traducidas en ca-
racteristicas fisicoquimicas especificas que la molécula debe poseer para garantizar una entre-
ga exitosa. Una de las estrategias para mejorar la entrega de farmacos es mediante el uso de
nanomateriales, los cuales sirven como transportadores para la entrega dirigida de farmacos y
moléculas bioactivas. En este trabajo se revisan aspectos bioldgicos de relevancia para el tema
que nos ocupa y como sintonizar/modular las propiedades fisicoquimicas del material para
superar dichas barreras, permitiendo determinar el tamafo de particula, su naturaleza quimica
y funcionalizacion para direccionar la entrega del farmaco de manera mas especifica a las célu-
las neoplasicas. Este trabajo se enfoca en la utilizacion de la polimerizacion en emulsién como
método de sintesis de nano-acarreadores, haciendo énfasis en el control del promedio y distri-
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bucion de tamano de la particula. En cuanto a la funcionalizacion quimica, se resalta el método
de funcionalizacion fisica desarrollado en nuestro grupo, dando origen a una patente.
PALABRAS CLAVE: cancer, nanoparticulas de polimero, entrega dirigida, polimerizacion en
emulsion, funcionalizacion.

Introduccion

Sibien a lo largo de afios de investigaciéon ha habido avances importantes en
el diagnéstico y tratamiento del cincer, atn sigue siendo una enfermedad co-
brando vidas humanas. Ademads, también ocasiona un desgaste econémico
significativo a los sistemas de salud publicos y, para el caso de pacientes sin
acceso a dicho sistema o sin contar con seguro médico, puede llevar esta en-
fermedad a la ruina econémica a sus familias por lo costoso de los tratamien-
tos actuales.

Ante este escenario, resulta muy importante desarrollar tratamientos
para el cancer cada vez maés efectivos y, en lo posible, menos costosos. Una
manera de mejorar su efectividad es mediante la entrega dirigida del far-
maco. Para que esto ocurra, se deben tomar en cuenta las barreras anaté-
micas y fisiolégicas a las cuales se enfrentard el material, y disefiarlo con
tales caracteristicas para que pueda superarlas. Existen diversas metodolo-
gias para sintetizar materiales que integren todas estas caracteristicas,
como se expone en el libro editado por Vauthier y Ponchel (2016), y en revi-
siones recientes, por ejemplo, los de Beach et al. (2024) y Pulingam et al.
(2022).

Puesto que un mismo material debe integrar diversas funcionalidades
especificas para cierta aplicacién, no existe una metodologia de sintesis ge-
neral, sino algunas que representen mayores ventajas sobre otras. Para el
caso especifico de la sintesis de nanoparticulas poliméricas (NPs) para la en-
trega de moléculas anticancerigenas, siendo esta la aplicacién que nos inte-
resa en este trabajo, nos enfocamos en metodologias basadas en la polimeri-
zacion en emulsioén (PE) y el comportamiento fisicoquimico de tensoactivos.
En particular, se abordan cuestiones como la modulacién del promedio y dis-
tribucién de tamario de particula, seleccién del polimero y funcionalizacién
para direccionamiento. Existen otras cuestiones a considerar en el disefio de
las NPs que serdn abordadas en una publicacién futura.

La PE es un proceso altamente aplicable industrialmente, al poderse es-
calar de forma relativamente ficil debido a que, si bien hay aspectos funda-
mentales de su cinética y mecanismos abiertos a discusidn, se considera ser
un proceso tecnolégicamente maduro para el cual ya existe infraestructura
subyacente (Herrera Ordéiiez 2023; Beach et al. 2024). Ademads, las caracte-
risticas de las NPs obtenidas por PE presentan una alta reproducibilidad lote
a lote comparada con otras técnicas, asi como también, el tamarfio de parti-
cula y la dispersidad son altamente controlables (Beach et al. 2024).
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Modulacidn del tamaio de particula por polimerizacion
en emulsion

Implicaciones biologicas del tamaiio de particula

Antes de entrar en materia, revisaremos brevemente las barreras anatémicas
y fisiolégicas que acotan el intervalo de tamafios de particula mds convenien-
te, considerando que la via de administracién es intravenosa. La intencién es
que el material, mientras no llegue a su destino (el tumor), permanezca circu-
lando en el torrente sanguineo el mayor tiempo posible.

Se sabe que, a pesar de ser la membrana plasmatica impermeable a mu-
chas particulas grandes, es posible que NPs de tamafios menores a los 10 nm
puedan atravesarla por difusién pasiva. Sin embargo, también se sabe que los
rifiones pueden excretar rapidamente particulas < ~10 nm (Choi et al., 2011;
Mok, 2024), por lo cual un tamafio mayor a, digamos 20 nm, aseguraria que
no se eliminen por la via renal.

Para el limite superior se han considerado las restricciones impuestas por
la pared de los vasos sanguineos y por el higado. Normalmente, la vasculatura
es impermeable a particulas mayores a 2-4 nm (Davis, 2012; Dreher et al.,
2006). No obstante, en tejidos cancerosos ocurre el efecto de permeabilidad y
retencion acentuada (EPR, por sus siglas en inglés: enhanced permeability and re-
tention) en donde entidades mas pequefias a los 400-700 nm pueden filtrarse a
través de la pared del vaso sanguineo defectuoso, lo cual, afortunadamente,
hace ser a los tumores mas accesibles a particulas (Davis, 2012; Dreher et al.,
2006). Sindwani et al. (2020) cuestionaron el paradigma del efecto EPR, al en-
contrar que el 97% de las nanoparticulas entran en tumores mediante un pro-
ceso activo a través de células endoteliales por lo cual a este mecanismo lo han
llamado el “principio de transporte activo y retencién” (Nguyen et al., 2023),
pero aun se requiere mas investigaciéon. Asimismo, es necesario tomar en
cuenta que en el higado se pueden retener particulas > ~150 nm (Mok, 2024).

De acuerdo con lo expuesto hasta aqui, las restricciones anatémicas nos
llevan a establecer un intervalo de tamarios de particula entre 20 y 150 nm,
aproximadamente.

Por otra parte, la internalizacién de las NPs en células animales, asi como
su bioacumulacién, estd influenciada por sus propiedades fisicoquimicas, en
especial por el tamafio, la forma y la quimica superficial (Kettler et al., 2014).
Como se detallard mas adelante, la endocitosis mediada por receptor es uno
de los mecanismos mas importantes de internalizacién de NPs (Ledermann,
Canevariy Thigpen, 2015). En este, las moléculas del ligando (con el cual esta
funcionalizada la superficie de las particulas) se acoplan con sus respectivos
receptores presentes en la membrana celular deformédndose y formando una
cavidad (invaginacién) a través de la cual la particula entra en la célula. Se han
establecido modelos tedricos para determinar cudl pardmetro fisicoquimico
es el mas importante para el proceso de endocitosis, en los cuales se modela
la membrana plasmadtica como una superficie plana con receptores méviles
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envolviendo a las NPs, las cuales tienen ligandos de superficie que son inmé-
viles y estan distribuidos uniformemente (Gao, Shiy Freund, 2005). En este
modelo la NP que entre en contacto con la membrana plasmética “plana” es
envuelta por la misma, y los receptores pueden unirse asi a mas ligandos en la
superficie de la NP, por lo que termodindmicamente es mas “costoso” y lento
envolver NPs pequerias; en tanto que “envolver” NPs mas grandes es energé-
ticamente mads favorable y por lo tanto mds rapido. Este modelo considera la
internalizacién de NPs individuales; pero de forma experimental se ha obser-
vado que dentro de las vesiculas o endosomas existen camulos de NPs, por lo
cual se han desarrollado modelos explicando este fenémeno de internaliza-
cién por camulos (Zhou et al., 2006). Sin embargo, adicionalmente a las pro-
piedades fisicoquimicas de las NPs, es importante considerar la dindmica mo-
lecular del o los receptores involucrados en el proceso, pues algunos de los
receptores que se internalizan dependen de su dimerizacién, o del reconoci-
miento estructural del ligando, por lo cual el tamario de la NP no es la tnica
condicién importante para el proceso de internalizacién, también lo es la dis-
tribucién de los ligandos sobre su superficie (Kettler et al., 2014).

Algunas células con capacidad fagocitica como los macréfagos pueden ser
capaces de internalizar NPs de entre 500 a 2000 nm de didmetro; pero, el
resto de células no fagociticas se limitan a internalizar NPs de tamarios infe-
riores alos 500 nm. Se ha planteado el requerir la endocitosis mediada por re-
ceptor de un intervalo de tamafio de particula éptimo, pues tamafios me-
nores dificultan la existencia de los suficientes acoplamientos ligando-receptor
mientras que tamarios mayores dificultan que la membrana forme una ca-
vidad lo suficientemente grande para envolver la particula (Nel et al., 2009).
Entre mds grande sean las NPs, la cantidad de estas que pueden ser internali-
zadas por una célula disminuye (He et al., 2010). Davis (2012) recomienda
que el tamafio de particula éptimo debe ser de 50 + 20 nm, el cual se en-
cuentra dentro del intervalo requerido para librar las barreras anatémicas.

Habiendo establecido el promedio y amplitud de la distribucién de ta-
marios, el reto es cémo sintetizarlo. Como ya se menciond en este trabajo, nos
enfocamos a la polimerizacién en emulsién como método de sintesis pues no
solo es, por mucho, el proceso mas empleado a escala industrial para la pro-
duccién de particulas sub-micrométricas sino también por sus bondades,
entre ellas la facilidad para controlar no solo el promedio sino la amplitud de
la distribucién de tamafios de particula (DTP). A continuacién, se explican
brevemente los fundamentos cientificos de la técnica y, posteriormente, se
describe cémo se emplean para obtener el tamafio deseado de particula.

Modulacion del promedio y amplitud de la DTP por
polimerizacion en emulsion

En este trabajo solo se exponen, de manera breve, aquellos aspectos de la po-
limerizacién en emulsién y fisicoquimica de coloides, relevantes al control de
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la DTP. Para mds detalles, el lector puede referirse a libros de texto y trabajos
de revisién reportados en la literatura, donde se revisan los fundamentos de
estos temas, como lo son, por ejemplo, los de Lovell y Schork (2020), Herrera
Ordériez, Saldivar-Guerra, Vivaldo-Lima (2013), Herrera Ordoériez (2023), v,
Ottewill (1997).

La PE que ocurre via radicales libres, y empleando mondémeros vinilicos
de relativamente baja solubilidad en agua, es el proceso industrial empleado
para producir resinas acuosas (coloides poliméricos), las cuales se emplean en
la formulacién de pinturas arquitecténicas, impermeabilizantes, adhesivos,
por mencionar algunos usos. Los mismos principios cientificos que rigen la
produccién de toneladas de estos coloides también se aplican para producir a
menor escala coloides de alto valor agregado, como los que se requieren en las
aplicaciones biomédicas. Un componente fundamental de la formulacién es
el tensoactivo, el cual juega un doble papel en la polimerizacién: por una
parte, permite la formacién de micelas esféricas (agregados de moléculas de
tensoactivo) que actian como moldes y sitios de nucleacién de las nanoparti-
culas y, por otra, aporta estabilidad coloidal al sistema, es decir, evita la coa-
gulacién/agregacion significativa de las particulas durante la vida de anaquel
del producto y cuando se inyecta al torrente sanguineo del paciente.

La formacién de polimero en el interior de las micelas ocurre porque los
radicales oligoméricos anfifilos formandose en la fase acuosa (el iniciador o
generador de radicales libres es una sal hidrosoluble, tipicamente persulfato
de potasio o amonio), se difunden y penetran al interior hidré6fobo de las mi-
celas donde se polimerizan rdpidamente, porque ahi la concentracién de mo-
némero es mucho mayor que en la fase acuosa. A este mecanismo, en el cual
las micelas hinchadas con mondémero se convierten en particulas de poli-
mero, se le conoce como nucleacién micelar, mismo que fue establecido en el
trabajo pionero de Harkins (1947). Las particulas de polimero contintan cre-
ciendo a expensas de gotas micrométricas de mondémero, el cual se difunde
desde estas hasta las primeras a través de la fase acuosa. Por lo tanto, las par-
ticulas creceran tanto como exista mondémero en forma de microgotas, por lo
que una forma de controlar el tamafio promedio de las particulas es mediante
la cantidad total de monémero afiadida al sistema de reaccién. La figura 1 es
una representacién esquemadtica de este mecanismo.

Las particulas de polimero no se forman todas a la vez, sino que se tiene
una cinética. Se forman durante lo que se conoce como etapa de nucleacién o
Intervalo I; toma algunos minutos y finaliza cuando desaparecen las micelas.
Cuanto mas larga sea esta etapa, mas amplia serd la distribucién porque se ge-
neran particulas nuevas (pequefas) en presencia de particulas relativamente
grandes (las cuales se formaron al inicio); esto es lo deseable para el caso de
pinturas y recubrimientos arquitecténicos. Por el contrario, cuanto mds corta
sea la etapa de nucleacién, la diferencia de tamarios entre las particulas for-
madas al inicio y final de ella serd menor y, por lo tanto, la distribucién de ta-
marios de particula (DTP) serd mas angosta, lo cual es lo que usualmente se
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FIGURA 1. Mecanismo de la nucleacién micelar y del crecimiento de particulas, al inicio de una poli-
merizacion en emulsion en la cual se emplea un tensoactivo no-idnico como estabilizante coloidal.
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Fuente: Figura realizada por Jorge Herrera Ordoiiez.

requiere en las aplicaciones biomédicas. Las condiciones favorecedoras de las
etapas de nucleacién corta son: concentracién inicial de tensoactivo ([S],)
muy cercana (pero mayor) a su concentracién micelar critica (CMC) (digamos
1.1 veces este pardmetro) y temperatura de reaccién lo mas elevada posible,
cuando mucho 10 °C por debajo del punto de ebullicién del componente més
volatil. Una concentracién inicial de iniciador ([I],) elevada también la favo-
rece, pero puede originar inestabilidad coloidal ademas de iniciador residual
al final de la polimerizacién, siendo recomendable emplear valores mode-
rados de [I], (~10"* mM). Debido a la baja disponibilidad de tensoactivo, estas
condiciones de polimerizacién requieren que el contenido inicial de moné-
mero (correspondiente al contenido final de polimero) sea <~10% masa, de
otra manera se pueden formar codgulos macroscépicos de polimero o incluso
puede ocurrir coagulacién catastrofica.

Es conveniente realizar primero un seguimiento de la cinética de creci-
miento en una polimerizacién con suficiente monémero para construir una
curva tamafio vs conversién de mondémero. Posteriormente, se emplea esta
curva maestra para determinar la conversién a la cual se alcanza el tamafio de
particula deseado, para que en una préxima corrida se ajuste el contenido ini-
cial de mondémero de tal manera que al final se obtenga el tamario objetivo.

Otra forma de modular la amplitud de la DTP es promoviendo coagula-
cién limitada durante la polimerizacién. La heterocoagulacién (coagulacién
entre particulas de diferente tamafio) da lugar a que se incremente el tamafio
promedio, pero se reduce la amplitud de la distribucién porque al fusionarse
(coagular) particulas pequerias con grandes se ocasiona la homogenizacion de
tamafios, es decir, la heterocoagulacién implica per se distribuciones mas an-
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gostas. La homocoagulacién (coagulacién entre particulas de tamafio si-
milar), por el contrario, ocasiona el ampliarse la distribucién. Entonces, la
clave para obtener distribuciones mas angostas aprovechando esta fenome-
nologia es alterando hasta cierto limite la estabilidad coloidal del sistema de
tal manera que se favorezca la heterocoagulacién sobre la homocoagulacién.
Afortunadamente, asi ocurre de manera natural mientras no se esté cerca de
ese limite; calculos basados en teoria DLVO! también lo predicen Gilbert
(1995), Coen et al. (1998), y, Ottewill (1997). Si la estabilizacién coloidal es
mediante repulsion electrostatica (como cuando se emplean tensoactivos i6-
nicos), con la adicién de algin electrolito (ej. NaCl) se logra el efecto deseado.
Si bien la teoria DLVO puede aplicarse para estimar el efecto de la concentra-
cién de sal en la estabilidad coloidal del sistema, cuantificada con el factor de
estabilidad de Fuch, es necesario algo de trabajo experimental de prueba y
error. El limite de concentracién de electrolito corresponde a la llamada con-
centracién de coagulacién critica (CCC). Asi, optimizando la concentracién de
electrolito se puede modular la concentracién, promedio y amplitud de distri-
bucién de tamarfios de particula para determinadas condiciones de una poli-
merizacién en emulsion (Dobrowolska y Koper, 2014).

La utilizacién de tensoactivos i6nicos en la sintesis de NPs puede oca-
sionar citotoxicidad; esto puede evitarse purificando el producto (lo cual es
una desventaja), empleando un tensoactivo polimerizable (que son més caros
que los primeros, lo cual también constituye una desventaja) o bien em-
pleando tensoactivos no-iénicos (Garay-Jimenez et al., 2009).

Cuando se emplean tensoactivos no-i6énicos para impartir estabilidad co-
loidal, como suele ocurrir en aplicaciones biomédicas, la adicién de sales practi-
camente no afecta la estabilidad. Puesto que la estabilidad se da por la repulsién
estérica entre los brushes que recubren las particulas, todo aquello afectando la
adsorcién del tensoactivo y la conformacién de su parte hidréfila es susceptible
de ser utilizado para modular la estabilidad del sistema coloidal. Una opcién es
probar con tensoactivos de diferente balance hidréfilo-lipéfilo (HLB) y/o dife-
rente masa molar. Por ejemplo, cuando se utiliza poli(alcohol vinilico) (PVA)
para estabilizar particulas de poli(acetato de vinilo) (PVAc), los mejores resul-
tados para obtener particulas de 50 + 20 nm fue PVA de 87% de grado de hidré-
lisis y masa molar de 13,000 a 23,000 Da (Olvera-Guillen et al., 2021). E1 PVA
es un polimero biocompatible ampliamente utilizado en el campo biomédico.

Seleccion del polimero

Debido a ocurrir el mecanismo de polimerizacién via radicales libres, el mo-
némero debe poseer el grupo vinilo; de aqui que a este tipo de polimeros se

! La teoria DLVO (Derjaguin-Landau-Verwey—Overbeek) describe la interaccién de fuerzas
entre superficies cargadas en un medio liquido. Esta teoria se aplica a materiales coloidales

y nanoparticulas.
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les denomine “polimeros de base vinilica” o simplemente “polimeros vinili-
cos”. Entre la gran cantidad de polimeros vinilicos existentes, los que mas
han despertado interés son los acrilatos, metacrilatos, acrilamidas y meta-
crilamidas, con los cuales pueden obtenerse polimeros sensibles a estimulos
del medio como pH, temperatura, enzimas, entre otros (Lv et al., 2021).

A pesar de la no-biodegradabilidad del “esqueleto” de los polimeros vini-
licos formados por unidades repetitivas C-C, se pueden emplear para la en-
trega terapéutica debido a su biocompatibilidad, no-toxicidad, baja inmuno-
genicidad y alta estabilidad (Beach et al., 2024). Sin embargo, para poderse
sintetizar mediante polimerizacién en emulsién, los mondémeros vinilicos
deben ser lo suficientemente hidr6fobos para que se formen dos fases (una
emulsioén) pero con una ligera solubilidad en agua (10~ - 10" g/L) para que
exista el suficiente transporte de monémero por difusién, de las microgotas a
los sitios de polimerizacion (las particulas) a través de la fase acuosa. Lesko y
Sperry (1997) proporcionan una tabla de los monémeros vinilicos més co-
munmente empleados en polimerizacién en emulsién junto con su hidrofili-
cidad/hidrofobicidad relativa, entre otras propiedades. Estos mondémeros
son de facil disponibilidad y muy baratos, lo cual es una gran ventaja; de
hecho, se ocupan extensamente para producir de resinas base agua para la
formulacién de pinturas y recubrimientos. Pichot, Delair y Elaissari (1995)
hicieron una revisién de los coloides poliméricos para aplicaciones biomé-
dicas y farmacéuticas.

Otro aspecto importante para tomar en cuenta en la seleccién del poli-
mero vinilico es que el cargo debe ser liquido a temperatura ambiental o a al-
gunas decenas de grados centigrados por arriba de esta, de solubilidad en
agua similar al mondémero y que sea un buen solvente para el polimero del
cual estdn formadas las particulas. Se requieren estas propiedades para que,
en una etapa post-polimerizacion, el cargo pueda emulsionarse e introducirse
en las particulas por difusién a través de la fase acuosa, de manera anéloga a
la difusién de mondémero. Puesto que tanto el polimero como el cargo son hi-
dréfobos, es muy probable que en la mayoria de los casos el primero sea so-
luble en el segundo. Si no fuera asi, es factible modular la hidrofobicidad del
polimero para que se acerque mas a la polaridad del cargo, mediante la copo-
limerizacién de monémeros de diferente polaridad, en la proporcién conve-
niente. Se ha criticado a la PE en cuanto a que las condiciones de reaccién li-
mitan, en gran medida, la incorporacién de carga terapéutica sensible (Beach
et al., 2024). Sin embargo, como ya se menciond, la incorporacién del cargo
puede hacerse y es una etapa postreaccién bajo condiciones suaves.

Siguiendo estas ideas, los autores sintetizaron NPs de Poli(acetato de vi-
nilo) (PVAc) mediante polimerizacién en emulsién y lograron cargarlas con
eugenol (Olvera-Guillen et al., 2021; Herrera Ordoéiiez et al., 2019), el cual es
liquido a temperatura ambiente.

El PVAc tiene el éster acetato como grupo colgante en cada unidad repe-
titiva. Su hidrélisis parcial ocasiona que se tengan como grupos colgantes
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tanto al éster como al grupo OH. Al polimero obtenido asi se le conoce co-
munmente como poli(alcohol vinilico) (PVA), pero en realidad, por lo que
acabamos de explicar es un copolimero (poli(alcohol vinilico-co-acetato de
vinilo)). Puesto que las unidades repetitivas con grupos OH son mas polares
que los grupos colgantes éster, las cadenas son de naturaleza anfifila y
tienden a comportarse como tensoactivos. En solucién acuosa, la conforma-
cién de las cadenas de PVA es tal que pueden autoensamblarse para formar
estructuras tipo micelas en las cuales las regiones de la cadena de PVA predo-
minantemente hidr6fobas tienden a asociarse “huyendo” del medio polar,
mientras que las regiones predominantemente hidréfilas se extienden hacia
la fase acuosa. En presencia de particulas coloidales, las regiones hidr6fobas
se adsorben sobre estas y las regiones hidréfilas forman una capa estérica
(brushes, véase la figura 1) que dificulta su aglomeracién por lo cual el PVA
también puede actuar como estabilizante coloidal. Dada la importancia del
PVAcy del PVA, a continuacién se dedica una seccién a ellos.

Biocompatibilidad y biodegradacion del PVA'y PVAc

El PVA es uno de los polimeros mas utilizados en la biomedicina, sobre todo
por sus propiedades mecénicas, su solubilidad en agua, buena biocompatibi-
lidad y biodegradabilidad tanto en fluidos como en tejidos humanos (Alexan-
dre et al., 2014).

Su uso en dispositivos médicos no implantados y en sistemas de admi-
nistracién de firmacos ha sido aprobado por la Administracién de Alimentos
y Medicamentos de Estados Unidos de América (FDA, por sus siglas en in-
glés). Debido a ello, se ha utilizado como excipiente en diversos sistemas de
liberacién de farmacos incluidos hidrogeles, micro y nanoparticulas (Rivera-
Hernéndez et al. 2021). Particulas de PVAc se han empleado inclusive como
material para embolizaciones (Sadato et al., 1994). La internalizacién de NPs
de PVA ha sido estudiada desde hace varias décadas, para el caso de células
de céncer de piel, se ha determinado que las NPs de PVA de tamafios me-
nores a los 200 nm se pueden internalizar mediante endocitosis mediada
por caveolas, en tanto que las de tamarfios superiores a los 200 nm se inter-
nalizan mediante endocitosis mediada por clatrinas (Rejman et al., 2004).

Los resultados sobre la biocompatibilidad in vivo por administracién oral
del PVA, revelan que no hay indicios de toxicidad reproductiva, neurolégica y
tampoco cambios en la actividad motora, ni en los pardmetros bioquimicos
en los analisis sanguineos de roedores (Kelly et al., 2003). Por otro lado, se
sabe que el PVA desaparece de la circulacién sanguinea aproximadamente
después de 7 horas de haber sido administrado por via intravenosa, siendo el
higado el principal 6rgano encargado de su depuracion, y el potencial sitio de
bioacumulacién; aunque se ha demostrado que el PVA es muy estable en el
cuerpo, pues no se han reportado indicios de monémeros o productos de su
descomposicién en la orina o las heces (Kaneo et al., 2005). Por otro lado, las
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evidencias indican que el PVA no genera efectos genotdxicos ni carcinogé-
nicos en modelos murinos (Kelly et al., 2003). E1 PVA es uno de los pocos po-
limeros vinilicos mayormente biodegradables bajo ciertas condiciones estruc-
turales. Su degradacién comienza fuera de las células mediante la accién de
enzimas sobre el polimero. Los productos generados incluyen una combina-
cién de 4cidos grasos hidroxilados y acetoxihidroxilados. Después de la des-
acetilacién enzimatica dentro de la célula, se forman 4cidos grasos hidroxi-
lados, los cuales pueden ser procesados a través de la -oxidacién y el ciclo del
acido tricarboxilico. El ataque enzimético sobre la unidad de 1,3-diol en la ca-
dena del polimero se realiza por enzimas oxidativas, creando estructuras en
la cadena principal del PVA y sirviendo como puntos de ruptura para otras en-
zimas. Las estructuras de 1,3-dicetona o [-hidroxicetona, formadas enzima-
ticamente, son degradadas por enzimas hidrolasas o aldolasas especificas.
Los fragmentos resultantes de polimero muestran que este proceso de esci-
sién enzimatica es aleatorio, y no tener la masa molar del PVA un impacto sig-
nificativo en esta reaccién (Solaro, Cortiy Chiellini, 2000). Como resultado de
la fragmentacién extracelular, pequefios oligdbmeros de PVA con acetilacién
residual (PVA-PVAC) entran en la célula. La masa molar de estos fragmentos
influye notablemente en su destino. Esterasas especificas catalizan la hidré-
lisis de los grupos acetilo residuales en el PVA que no ha sido completamente
hidrolizado. Las estructuras de PVA-PVAc con menor masa molar son prefe-
rentemente aceptadas como sustratos para esta actividad, las cuales tienen
lugar en el citoplasma celular (Sakai et al., 1998).

Como ya se menciond, el tensoactivo (en forma de micelas) actua como
sitio de nucleacién y también como estabilizante coloidal. Adicionalmente, al
estar el tensoactivo adsorbido sobre la superficie de las NPs (véase la figura
1), su interaccién con el sistema biolégico en el cual eventualmente se encon-
trard inmerso debe ser tal que no afecte negativamente su desempefio. Por
ejemplo, el empleo de tensoactivos no-i6nicos como el PVA hace que las par-
ticulas sean “transparentes” al sistema inmune (Davis, 2012) el cual es una de
las barreras fisioldgicas mdas importantes por superar las NPs para llegar al
destino.

Funcionalizacion para direccionamiento

Aspectos biologicos del direccionamiento celular de las
nanoparticulas

Las barreras biolégicas enfrentadas por una NP en un organismo vivo, depen-
deran de la via de administracién y, por supuesto, del tipo de patologia que se
desea diagnosticar o tratar. En ese sentido, una administracién localizada pa-
rece ser la mejor opcién para reducir los potenciales efectos téxicos, sobre
todo al administrar firmacos antineoplasicos (Patel et al., 2019). Es por ello
que una de las mejores estrategias para la entrega de firmacos y moléculas
bioactivas es la funcionalizacién con grupos quimicos y ligandos biolégicos
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que encuentren su receptor especifico en la membrana plasmaética (figura 2).
De esta manera, el 4cido félico o folato, ha sido por excelencia uno de los li-
gandos mds utilizados para la funcionalizacién quimica de NPs. El 4cido félico
es una vitamina, esencial para diferentes mecanismos de biosintesis de nu-
cléotidos y de proliferacién celular, por lo cual su receptor se encuentra so-
brexpresado en la membrana plasmatica de distintos tipos celulares, inclu-
yendo una gran cantidad de células cancerigenas, particularmente de cincer
de mama, ovario, rifién, pulmodn, entre otros. Existen varias isoformas del re-
ceptor de 4cido félico (RF), siendo la o la de mayor afinidad. Se ha reportado
el haber una relacién directa entre la expresién del RF-a en células cancerige-
nasvy su resistencia a la quimioterapia (Narmani et al., 2019).

FIGURA 2. Esquema de la interaccion entre las nanoparticulas poliméricas funcionalizadas (NPs-FA) y
los receptores de membrana celular.

Nanoparticula polimérica
funcionalizada con folato

@ ’ Interaccién y unién de las nanoparticulas

. . poliméricas con los receptores de folato

ey . @ 98
= -(QI e v ey

Células epiteliales de cancer con

receptores de folato en la
membrana plasmitica @ ..

Internalizacién de las
nanoparticulas poliméricas por
endocitosis mediada por receptor

Se muestra: en (A) el esquema de la nanoparticula polimérica funcionalizada con folato y los recep-
tores de folato presentes en la membrana plasmatica; (B) interaccion y unién de las NPs-FA con los
receptores celulares de folato, y, (C) proceso de internalizacion de las NPs-FA en las células de cancer
por endocitosis mediada por receptor.

La imagen es un esquema y sus escalas no representan las escalas reales de las células y moléculas
que ahi se muestran.

Fuente: Figura realizada por Juarez Moreno Karla, utilizando Biorender (www.biorender.com).

Funcionalizacion quimica

La polimerizacién en emulsién en dos etapas permite generar particulas tipo
nucleo-coraza con una variedad de grupos reactivos en su superficie. En la
primera etapa se genera el nicleo de polimero vinilico, como se expuso en la
seccién anterior. En la segunda etapa, se dosifica el mismo ménomero de la
primera, pero mezclado con un mondémero el cual, ademas del doble enlace,
posea otro grupo funcional como -Cl7, -COOH, -CHO, -OH, NH,, SH, epoxi,
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amidas, aminas cuaternarias, polioxietileno, etc. (Pichot, Delair y Elaissari,
1995), lo cual genera una coraza de copolimero con el grupo funcional desea-
do. Mediante las diversas posibilidades ofrecidas por la quimica organica, el
grupo reactivo de la superficie se emplea para unir covalentemente alguna
molécula que actiie como ligando. Este, por su acoplamiento selectivo con re-
ceptores especificos sobrexpresados en la membrana de la célula cancerosa
(Angelopoulou et al., 2019), permite dar el direccionamiento deseado parala
entrega del cargo que se encuentra embebido en las NPs.

Funcionalizacion fisica

Otra opcién parala funcionalizacién es la metodologia desarrollada en nues-
tro grupo, la cual dio origen a una patente (Herrera Ordoétiez et al., 2019; Ol-
vera-Guillén et al., 2021). En este caso la funcionalizacién no se da por la for-
macién de enlaces covalentes, sino que es fisica, debido a la formacién de un
complejo entre el ligando (folato) y el tensoactivo polimérico no-iénico
(PVA), el cual se empled en la polimerizacién en emulsién como estabilizan-
te coloidal. La restriccién es que el ligando debe ser una molécula anfifila en
la cual la parte polar posea una carga neta. Para corroborar experimental-
mente la formacién del complejo, se construye una gréfica tensién interfa-
cial (y) versus concentracién de solutos (PVA + ligando), para la interfase
agua-acetato de etilo a condiciones fisiolégicas (37 °Cy pH = 7.3). Siy exhibe
un maximo implica que si se forma el complejo. Esta metodologia tiene la
gran ventaja de que para la funcionalizacién solo se requiere mezclar el coloi-
de polimérico con el ligando en la proporcién adecuada, evitando asi lo labo-
rioso de la funcionalizacién quimica y posterior purificacién para eliminar
reactivos residuales. Pruebas in vitro (Olvera-Guillén et al., 2021) sugieren
fuertemente que el complejo PVA-folato permite la internalizacién mediada
por receptor y los minimos efectos secundarios observados en pruebas preli-
minares in vivo indican que el direccionamiento de NPs hacia células cance-
rosas fue exitoso.

Ejemplo de sintesis y uso terapéutico en modelos
animales

Siguiendo las recomendaciones expuestas hasta aqui, los autores y su equipo
de trabajo desarrollaron nanoparticulas de poli(acetato de vinilo) mediante
polimerizacién en emulsién empleando persulfato de amonio como inicia-
dor y PVA como estabilizante. Este trabajo fue publicado en Olvera-Guillén
et al. (2021). A continuacién, se describen algunos aspectos relevantes de
este trabajo.

Para lograr el tamarfio objetivo de 50 + 20 nm recomendado por Davis
(2012), una de las primeras tareas fue identificar la masa molar y el grado de
hidrélisis del PVA méas adecuado entre las opciones comerciales disponibles.
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Se determiné que el PVA con una menor masa molar (13,000-23,000 Dalton)
y un grado de hidrélisis del 87-89% era el 6ptimo. Por el contrario, mayores
masas molares, en lugar de estabilizar el sistema, tienden a desestabilizarlo
coloidalmente debido a que el tamafio de las cadenas de PVA extendidas en el
agua supera al de las NPs, funcionando como puentes aglutinantes. El ajuste
“fino” del promedio y distribucién de tamafio se logré variando la concentra-
ci6én inicial de monémero. Al alcanzar una conversién especifica de moné-
mero, se produce una coagulacién limitada provocando un aumento repen-
tino del tamarfio promedio y un inherente angostamiento de la distribucién.

En una etapa post-reaccién las NPs fueron cargadas con eugenol, el ingre-
diente activo. Puesto que este es un liquido que acttia como un buen solvente
para el polimero y, aunque es hidréfobo, presenta una ligera solubilidad en
agua, existe el potencial quimico que permite su incorporacién en las NPs me-
diante un simple mezclado de la dispersién coloidal de NPs con el eugenol.
Posteriormente, se realiz6 la funcionalizacién fisica mediante el mezclado de
folato y NPs cargadas con eugenol.

Las NPs funcionalizadas y cargadas con eugenol, asi como las no-funcio-
nalizadas fueron utilizadas para realizar evaluaciones de citotoxicidad in vitro
en lineas celulares de cincer de mama. Los resultados indicaron que la muerte
celular ocurrié mayoritariamente por apoptosis y que, en las NPs funcionali-
zadas, la muerte celular fue aproximadamente de 6-7 veces mayor que con las
NPs no funcionalizadas. Estos resultados confirman la actividad antitumoral
del eugenol, la efectividad de la funcionalizacién fisica y el papel importante
del folato para el direccionamiento de los nanosistemas y la induccién de la
muerte celular.

Se llevaron a cabo pruebas in vivo (Rivera et al., 2022) para evaluar las NPs
en un modelo de xenotransplante de adenocarcinoma mamario MCE-7 en ra-
tones desnudos. A diferencia del cisplatino, las NPs tinicamente generaron
como efecto secundario un grado moderado de higado graso. Estos resultados
demuestran la capacidad de las NPs para realizar una entrega dirigida del eu-
genol como ingrediente activo, y confirma la efectividad del proceso de funcio-
nalizacién fisica con folato.

Comentarios finales

Es muy deseable que en el disefio conceptual de NPs para la entrega dirigida
de moléculas anticancerigenas que se deseen producir a escala industrial, se
tomen en cuenta tanto factores biolégicos como de ingenieria y costos. Los
primeros determinaran las caracteristicas del material, la ingenieria, la facti-
bilidad de la sintesis y su escalamiento a nivel industrial; los costos influyen
en la accesibilidad del tratamiento, por lo cual también tienen un impacto so-
cial. La polimerizacién en emulsién como método de sintesis de NPs, junto
con el comportamiento fisicoquimico de mezclas de tensoactivos, permite
materializar estas ideas dada la relativa facilidad para modular las caracteris-
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ticas requeridas por el material para librar las diferentes barreras anatémicas
y fisiolégicas a las cuales se tiene que someter, a bajo costo, con materias pri-
mas facilmente disponibles y mediante un proceso del cual ya se tiene expe-
riencia industrial.
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