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RESUMEN:

El cancer es la principal causa de muerte a nivel mundial provocando tan solo en 2015
8.8 millones de defunciones. Los métodos actuales para su tratamiento tienen efectos
secundarios nocivos y limitaciones desagradables para los pacientes. En este trabajo de
investigacion se propone una nueva herramienta terapéutica basada en nanomateriales
capaces de servir como transportadores sitio-dirigidos de principios activos

anticancerigenos.

Se llevo a cabo la funcionalizacion de nanoparticulas magnéticas (NPM) con polimeros
sensibles al efecto del pH, aprovechando las diferencias de pHs entre tumores (pH acido) y
células sanas (pH fisiologico). Los polimeros que se probaron fueron, uno lineal (Poli-4-
vinilpiridina), uno ramificado (poli(metacrilato de 3-trimetoxisilil propil)), asi como la
mezcla de ambos. Se llevo a cabo la caracterizacion fisicoquimica de los nanomateriales
obtenidos después de las distintas etapas de funcionalizaciéon por medio de microscopia
electronica (STEM y SEM), espectroscopia infrarrojo (IR), dispersion de luz dinamica
(DLS) y electroforesis laser-doppler (LDE); observando tamafios adecuados (30-35 nm) de
las NPM y comprobando la funcionalizacion de estas. Asi mismo, se realizd6 mediante
voltametria ciclica (V.C.) y voltametria de onda cuadrada (V.O.C) la caracterizacién
electroquimica del farmaco modelo Doxorubicina (Dox) comprobando una buena
cuantificaciéon a los pHs de interes. Posteriormente se determind mediante V.O.C. el
atrapamiento de la Dox en los 3 tipos de nanomateriales, y finalmente se realizaron pruebas

de liberacion a distintos valores de pH (4, 6 y 7,4).

El atrapamiento de Dox en las NPM se dio de manera efectiva teniendo eficiencias de carga
aceptables (20-40 %). Solo las NPM-3TMPM y NPM-P4VP’ retuvieron el farmaco
adecuadamente a pH fisiologico (7,4). Laos 3 tipos de nanoparticulas cumplieron su
objetivo de liberacion a valores de pH 4acidos, determindndose a pH 4 una mayor
concentracion de Dox liberada. Por lo tanto, la utilizacion de estos nanomateriales resultaria

en una buena alternativa para el tratamiento contra el cancer.
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CAPITULO I: Céncer y su tratamiento mediante la
liberacion controlada de farmacos a través de
nanomateriales.



INTRODUCCION:

El céncer ha alcanzado proporciones pandémicas, mientras que los investigadores
buscan curas a través de la sofisticacion de la medicina moderna. El tipo mas comun de
cancer es el de pulmon, teniendo 1.61 millones de casos nuevos identificados en 2008.
Juntos, el SIDA, la tuberculosis y la malaria matan menos personas cada afio que los
diferentes tipos de cancer. La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) reporté que tan
solo en 2012 habia 14,1 millones de nuevos pacientes con cancer, 8,2 millones de muertes
por cancer y 32,6 millones de pacientes con cancer en todo el mundo. Con base en estos
nimeros y las estadisticas de crecimiento, se predijo un aumento anual continuo en el
nimero de nuevos pacientes con cancer con una expectativa de 9 millones en 2015, y

alrededor de 11,4 millones en 2030 [1].

Por otro lado, los métodos actuales para el tratamiento contra el cancer tienen efectos
secundarios nocivos y limitaciones como el riesgo que involucra tener una edad avanzada,
debido al decaimiento de varios 6rganos y funciones del sistema corporal [2]. Esto provoca

que el paciente con cancer padezca durante el tratamiento.

Para superar los inconvenientes de los tratamientos actuales contra el cancer, la
nanotecnologia ha proporcionado nuevas alternativas para el suministro controlado y
especifico de medicamentos. Estas presentan caracteristicas farmacocinéticas mas
alentadoras en comparacion con los farmacos actuales. Ademas, los nanomateriales pueden
acumular principios activos durante periodos prolongados en el cuerpo, pueden tener
cinéticas continuas de descarga del farmaco [3]. Recientemente, estos nanomateriales
portadores de farmacos han mejorado su capacidad para encapsular mediadores
terapéuticos y coordinar su administracion a células cancerosas. Aunque en su mayoria
todavia se encuentren en ensayos preclinicos, pueden ser usados como nuevos métodos de
tratamiento menos nocivos, lo cual conllevaria a tratamientos mas efectivos para esta
enfermedad. Cabe mencionar que la mayor parte de los nanoacarreadores son inespecificos,
por lo que se busca contar con mecanismos que permitan la liberacion controlada “in situ”,

discriminando entre células sanas y cancerosas.



1.1 ANTECEDENTES:

1.1.1 El cancer

En una division celular normal, las células humanas crecen y se dividen para formar
nuevas células a medida que el cuerpo las necesita. Cuando las células normales envejecen
o se danan, mueren, y células nuevas las remplazan. Sin embargo, en el cancer este proceso
ordenado se descontrola. A medida que las células se hacen mas y mas anormales, las
células viejas o dafiadas sobreviven cuando deberian de morir, y células nuevas se forman
cuando no son necesarias. Estas células adicionales pueden dividirse sin interrupcion y
pueden formar masas que se llaman tumores (FIGURA 1.1) [4]. Entonces, las células sanas
tienen que competir con las células cancerosas que consumen rapidamente los nutrientes
suministrados por el torrente sanguineo. El entorno de las células sanas finalmente estara
sobrepoblado por las células tumorales, hasta el punto en que las células cancerosas estan
diseminadas. Sin embargo, la alta demanda de nutrientes requeridos por las células
cancerosas no puede ser sostenida por la vasculatura existente. Debido a esta razon, algunas
de las células cancerosas mueren, pero la mayoria de ellas sobreviviran y aun se dividiran
continuamente en un ambiente que carece de nutrientes. En una etapa posterior del
desarrollo de las células cancerigenas, las células sanas eventualmente serdn reemplazadas
por las células cancerigenas, que creceran hasta alcanzar un tamafo estacionario. La
mayoria de las células cancerosas permanecen en el tamafio limitado por difusion, hasta que
se les concede acceso a mas nutrientes. Las células cancerosas pueden existir en todo el

cuerpo [4].

Fisiologicamente una forma de discriminar entre células sanas y cancerosas se da por la
diferencia de pH. Una célula sana presentara un pH neutro que oscila entre 7,35 y 7,45. En
cambio, el pH de una célula cancerosa es mas acido. Por ejemplo, la pared celular se

encuentra a aproximadamente un pH de 6 [5], y los lisosomas a un pH de 4 [6].



Tejido sano

Se forma pequefio tumor

Célula cancerigena se divide
mas rapido que el crecimiento
celular normal

El tumor alcanza maximo tamano

El tumor continua dividiéndose
y aprovecha los nutrientes de
nuevas células crecientes

FIGURA 1.1 Representacion esquemdtica de la formacion del cdncer.

1.1.2 Tratamientos actuales

Encontrar la cura para el cancer ha sido uno de los grandes desafios para médicos y
cientificos en las Ultimas décadas. Los tratamientos que se utilizan actualmente contra el
cancer incluyen cirugia, radioterapia, quimioterapia, inmunoterapia y terapia hormonal. A
continuacion, se dard una ligera descripcion de los tratamientos mas frecuentes (cirugia,

radioterapia, quimioterapia), cada uno describiendo sus ventajas y desventajas.

La cirugia es el método mas antiguo y mas comun. Esta puede reducir la probabilidad
de formacion de cancer porque se puede eliminar la etapa inicial de la carcinogénesis. Sin
embargo, la cirugia rara vez se utiliza como Unico tratamiento y generalmente se combina
con quimioterapia o radioterapia. Ademads, la cirugia no puede curar el cancer, pero se

puede eliminar el cancer localizado [7].

En la radioterapia, las partes del cuerpo afectadas estan expuestas a altas radiaciones
como los rayos X o los rayos gamma. Por lo general, el objetivo de la radioterapia es
reducir el tamaio del tumor, facilitar la extirpacion quirrgica o prevenir el crecimiento del

tumor una vez que se completa la cirugia. El efecto directo de la radioterapia es el dafio del



ADN celular, que afecta a las células sanas junto con las cancerigenas, dando lugar a
efectos secundarios indeseables, que pueden incluir sequedad, nduseas, fatiga y

descamacion de la piel [8].

El tratamiento con medicamentos (quimioterapia) ha demostrado ser efectivo contra las
células cancerosas, y es particularmente valioso para el tratamiento de tumores inoperables.
Se puede usar solo o en combinacién con radiacidon y o cirugia [9]. Se han realizado
muchos tipos de investigacion sobre la produccion de diversos medicamentos para tratar el
cancer. El problema prevaleciente de la actual quimioterapia es que los medicamentos
afectan también a los tejidos sanos. Ademas, los medicamentos contra el cancer tienen una

baja solubilidad en agua, lo que reduce considerablemente su biodisponibilidad.

Por lo tanto, para resolver los problemas de especificidad y solubilidad en agua, asi
como la reduccion de los efectos secundarios nocivos al cuerpo, se ha propuesto una
variedad de sistemas de soporte con la capacidad de transportar los medicamentos: los

nanoacarreadores.

1.1.3 Nanomateriales

El entusiasmo e interés cientifico actual por los objetos a escala nanométrica ha llevado

a una busqueda de conexiones entre estos materiales, la biologia y la tecnologia [10].

Los nanomateriales representan plataformas multifuncionales altamente personalizables
y robustas para el trasporte no invasivo de practicamente cualquier tipo de carga quimica o
biologica disefiada para marcar, aumentar o suprimir la actividad funcional endogena en

una poblacion de células [11].

El enorme potencial de los nanomateriales en la biomedicina surge de una serie de
caracteristicas que favorecen su uso en la investigacion y en el contexto clinico. En primer

lugar, su tamafio, comparable con el tamafio de las biomoléculas, permite la integracion



directa en procesos celulares fisiologicos, tales como el paso a través de la membrana
plasmatica. En segundo lugar, los nanomateriales se caracterizan intrinsecamente por una
alta estabilidad, lo que da lugar a una accion de larga distancia, y por lo tanto, un potencial
de administracion sistematica. Por altimo, la versatilidad y la inmensa capacidad de carga
de los nanomateriales permiten el acoplamiento y la entrega de grandes volumenes de carga

util.

Como se muestra en la FIGURA 1.2, los nanomateriales representan estructuras
altamente versatiles con propiedades fisicas y quimicas notables. Los cambios en su
tamafio, forma, arquitectura, carga superficial y recubrimiento permiten su interaccién con

las células, mejorando asi su actividad [12].

Grupos
Funcionales

Recubrimiento

FIGURA 1.2 Versatilidad de los nanomateriales.

1.1.4 Nanotransportadores de medicamentos

En las ultimas décadas, los nanotransportadores se han usado para la administracion de
farmacos en el tratamiento contra el cancer, para aumentar la eficacia y reducir los efectos
secundarios de los medicamentos [13]. Las NP poseen -caracteristicas estructurales,
propiedades fisicoquimicas y de superficie que pueden ser modificadas con diversas

moléculas bioactivas. Todas estas caracteristicas apuntan a lograr una focalizacion eficiente



y especifica. En la actualidad, se usa una variedad de sistemas de soporte (FIGURA 1.3);
estos incluyen nanoparticulas poliméricas, micelas poliméricas, dendrimeros, liposomas,
nanoparticulas virales y nanotubos de carbono, como transportadores de medicamentos

[14].

Y
e

NP Polimérica Micelas poliméricas Dendrimeros

. ‘\‘Y;"f'/,.

Liposomas NP Virales Nanotubos de carbono

FIGURA 1.3 Nanomateriales transportadores de medicamentos.

Las NP poliméricas comprenden un nucleo sélido, lleno o cubierto superficialmente de
polimeros, y son adecuadas para cargas de medicamentos hidrofobicos. La construccion de
las NP aumenta la eficacia de la quimioterapia al proporcionar una tasa constante de
administracion de farmacos [15], contornos manejables de descarga de farmacos y una
mayor posibilidad de mantener el mismo tamafio a través de la circulacion interna del
cuerpo. Ademas, la encapsulacion del farmaco en NP poliméricas se puede lograr de

manera simple reuniendo una solucién de polimero y el farmaco.

Las micelas son estructuras de moléculas anfifilicas ordenadas con las partes hidrofobas
orientadas hacia adentro y las hidréfilas hacia afuera, formando una especie de caparazon
nanométrico. La region del nticleo hidrofébico actia como un depdsito de farmacos no
acuosos, mientras que la region del caparazon soluble en agua estabiliza el la particula
completa en agua, lo que hace a las micelashidrofilas. Esto da como resultado la formaciéon
de particulas alternativas para la administracion de farmacos. Hay dos maneras de
inmovilizar drogas en la micela polimérica: enlace quimico covalente y encapsulacion
fisica. Su principal inconveniente es su falta de selectividad, es decir, que suele ser

complicado dirigirlas hacia el tumor canceroso u otros sitios de interés [16].



Los dendrimeros son macromoléculas sintéticas mono dispersas faciles de conjugar y
modificar para diversas funciones. También son biocompatibles y solubles en agua.
Ademas, las partes internas comparativamente hidréfobas de los dendrimeros permiten la
encapsulacion fisica de farmacos hidrofobos. Su morfologia funge como su principal

desventaja [17].

Un liposoma es una vesicula pseudo esférica compuesta de una bicapa lipidica. Se han
preparado diversas formulaciones de este tipo, incluyendo farmacos como daunorrubicina y
doxorrubicina. El inconveniente para este tipo de nanomateriales es especificamente que no

mantienen su geometria por tiempos prolongados [18].

Las nanoparticulas virales (VNP) se derivan de las capsides de virus o bacteriofagos.
Se pueden transformar en nanoacarreadores de forma natural mediante el uso de protocolos
quimicos y genéticos, y pueden llegar a ser biocompatibles y biodegradables. En
consecuencia, numerosos anticuerpos o ligandos, que incluyen acido folico, transferrina y
anticuerpos monocatenarios, se han conjugado a virus con precision para la seleccion de

tumores in vivo. La complejidad de su desarrollo suele ser su principal desventaja [19].

Los nanotubos de carbono (CNT) son pequefios tubos de ldminas de carbono
enrolladas que poseen un gran potencial para aplicaciones en los campos bioldgico y
biomédico. Las cubiertas protectoras de carbono a las que se adhiere la droga aseguran que
¢ésta no tenga contacto con los tejidos del cuerpo, y el contenido puede transferirse de forma
segura a la ubicacidn adecuada y dirigirse a las células correctas. Los CNT son
completamente insolubles, lo que genera problemas de toxicidad. La modificacion quimica
de los CNTs puede propiciar la solubilidad en agua y la funcionalizacion. Sus

inconvenientes principales son el control de tamafio, y la falta de geometria definida [20].

1.1.5 Nanoparticulas magnéticas

Las nanoparticulas magnéticas han atraido un gran interés no solo en el campo de la

fisica, sino también en las dreas de atencion médica y deteccion magnética. Especialmente



las nanoparticulas de 6xido de hierro superparamagnéticas (Fe3Os y y-Fe2O3); como las que
se muestran en la FIGURA 1.4, han sido ampliamente utilizadas para numerosas

aplicaciones biomédicas [21].

FIGURA 1.4 Nanoparticulas magnéticas de hierro (magnetitas) en suspension reaccionando al campo
magnético de un imdn.

Para su fabricacion se han descrito varios métodos quimicos diferentes que incluyen la
coprecipitacion, la pirdlisis laser, la descomposicion térmica, la reduccion asistida, asi

como la electrosintesis mediante diversas técnicas electroquimicas [22].

Todas las aplicaciones biomédicas y de bioingenieria requieren que estas
nanoparticulas tengan valores de magnetizacion elevados y un tamaiio inferior a 100 nm
con una distribucién estrecha de tamafo de particula, de modo que las propiedades fisicas y
quimicas sean uniformes. Ademas, se necesitan recubrimientos de superficie especiales que
no solo deben ser no toxicos y biocompatibles, sino que también deben permitir una entrega
dirigida en un area especifica. Las nanoparticulas magnéticas tienen una tendencia a
aglomerarse; por lo tanto, estan recubiertas con surfactantes o polimeros que minimizan

este fenomeno [23].

1.1.5 Recubrimientos poliméricos inteligentes (gatekeepers):

Estos polimeros en aplicaciones biomédicas se comportan como “atrapadores” de
compuestos activos. Se denominan “gatekeepers” por ser sensibles a estimulos que les

permite tener la capacidad de controlar la liberacion del principio activo.



Estos “gatekeepers” poliméricos podrian lograr la liberacion controlada de farmacos
por medio de diversos estimulos externos como el cambio de pH [24], cambios de
temperatura [25], reacciones redox [26], irradiacion luminosa [27] y actividad enzimatica
[28]. Estos polimeros, al reaccionar mediante estos estimulos, sufren una “gelacion” o
disociacion polimérica en la cual las cadenas de los polimeros pueden interactuar entre ellas

para atrapar o liberar el principio activo [29].

La TABLA 1.1 muestra una compilaciéon de polimeros biodegradables sensibles a
distintos estimulos externos reportados para usos biomédicos. Igualmente, se muestra su

modo de entrecruzamientos polimérico y su forma de disociacion [29].

TABLA 1.1. Compilacion de distintos polimeros biodegradables sensibles a estimulos diversos para su
“gelacion” o deformacion [27].

Polimero Modo de entrecruzamiento Estimulo de
disociacion
Colageno Enredamiento Temperatura
Poli (L-licina) Interaccion i6nica pH
Poli (4cido lactico) Formacion por estereocomplejos pH
Acido alginico Interaccion idnica pH
Agarosa Enredamiento Hidrolisis
Quitosano Interacciodn i6nica pH
Poli (N-isoprpilacrilamida) Interaccion hidrofobica Temperatura
Alcohol de polivinilo Puentes de hidrogeno Temperatura
Poli (etelin glicol) Interaccion biologica Proteasa
Polimero de 2-metacriloiloxietil Puentes de hidrégeno pH
fosforicolina
Poli (metil acrilato) Puentes de hidrégeno pH

10



Entre estos sistemas sensibles a los estimulos, los sistemas sensibles al pH han recibido
interés especifico, particularmente para terapias contra el cancer, ya que se ha demostrado
que las células cancerosas tienen un ambiente 4cido significativamente mas bajo que el de
las células sanas. En consecuencia, estos hallazgos han alentado a los investigadores a
disefiar y preparar nanomateriales sensibles al pH como portadores de farmacos para

liberacion controlada.

El PAA (poli-acido acrilico) y el PMAA (poli-acido metacrilico), son polimeros
anionicos de uso comun en la construccion de nanoformulaciones sensibles al pH
(FIGURA 1.5). Los grupos de acido carboxilico en estos polimeros son susceptibles de ser
protonizados con una transicion de fase rapida desde el estado hidrofilo (pH acido) al

estado hidrofobo (pH neutro) [30].

FIGURA 1.5 Polimeros aniénicos sensibles al pH: (a) poli (dcido acrilico) (PAAc);
(b) poli (dcido metacrilico) (PMAAc); (c) grupos sulfonamida; (d) poli (dcido glutdmico).

Por otro lado, los polimeros de grupos catidnicos en nanotransportadores siempre son
propensos a protonarse en un entorno acido, lo que conduce a la disociacion de
nanoestructuras, dando pie a la liberacion del farmaco. En general, la poli (4-vinilpiridina)
(PVP) (FIGURA 1.6 a), que contiene el grupo piridina, y el poli (dimetilaminoetil
metacrilato) (PDMAEMA) (figura 3 (b)), que incluye el grupo de amina terciaria, son dos
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polimeros catidnicos tipicos que se usan comunmente para construir nanoportadores

responsivos al pH [30].
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FIGURA 1.6 Polimeros catiénicos sensibles al pH: (a) poli (4vinilpridina) (PVP);
(b) poli (metacrilato de N, N-dimetilaminoetilo) (PDMAEMA); y (c) poli (histidina).
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1.2 JUSTIFICACION

Dentro del cuerpo humano existen de manera natural diversos gradientes de pH. Las
células y tumores cancerosos pueden ser discriminados de las células y tejidos sanos debido
a la fisiopatologia tinica de los tumores y las peculiaridades de las células malignas y
transformadas. Las células cancerosas difieren de las células normales en su morfologia,
elasticidad, permeabilidad y propiedades quimicas. El pH extracelular en los tumores

solidos tiende a ser significativamente mas acido que el pH de la sangre (7,4).

Con base en esta observacion, se explorara en este trabajo la funcionalizacion de
nanoparticulas magnéticas a fin de crear una estrategia de liberacién controlada y sitio-
digida de farmacos, cuya distribucion en el organismo pueda ser controlada por campos
magnéticos, y la liberacion del medicamento activada por el ambiente acido propio de las
células cancerosas. Dos polimeros que han demostrado sensibilidad al pH son el Poli-4-

vinilpiridina (P4VP) y el Poli(metacrilato de 3-trimetoxisilil propil) (P3TMPM).

Se ha demostrado que en ambos polimeros a valores de pH cercanos a 7 (7,4 para el
pH de sangre), las cadenas poliméricas estan en su forma desprotonada, haciendo que las
cadenas del polimero se vuelvan hidréfobas, evitando su disolucion en medios fisiologicos
sanos. En cambio, al estar a un pH 4cido, las cadenas de los polimeros se protonan,
volviéndose hidrofilas, con lo que se puede activar el mecanismo de liberacion de farmacos
en la superficie de las nanoparticulas. Por otro lado, ambos polimeros poseen diferente
naturaleza en cuanto a su estructura, ya que el polimero 4-vinil-piridina tiene una estructura
lineal, mientras que el polimero 3-(trimetoxisilil) propil metracrilato tiene una estructura
ramificada. Por lo que en este trabajo se comparara de manera adicional la captacion del
principio activo en funcién de la naturaleza quimica de los polimeros en la superficie de las
nanoparticulas, esperando optimizar su composicion para lograr una forma farmacéutica

util para el tratamiento de cancer.
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1.3 HIPOTESIS

El recubrimiento de las nanoparticulas de magnetita (Fe®"3",04) con los polimeros
sensibles al pH ser formados a partir de 3-(trimetoxisilil) propil metracrilato o 4-vinil
piridina seran adecuados para el transporte y liberacion controlada de principios activos en
tumores malignos.
1.4 OBJETIVOS

1.4.2 Objetivo General

Funcionalizar y caracterizar nanomagnetitas con polimeros sensibles al pH para la

liberacion controlada de principios activos de manera sitio-dirigida.

1.4.2 Objetivos Especificos

» Funcionalizar y caracterizar nanoparticulas magnéticas recubiertas con polimeros

sensibles al pH.

= Efectuar la caracterizacion electroquimica del compuesto activo (Doxorubicina).

* Determinar mediante voltamperometria de onda cuadrada las concentraciones de
doxorrubicina captadas y liberadas por las nanoparticulas magnéticas funcionalizadas a

diferentes pH de interés.
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CAPITULO II: Funcionalizacién y caracterizacion
de nanoparticulas magnéticas con polimeros

sensibles al pH.

18



2.1 FUNCIONALIZACION

En esta seccion se explicaran de manera detallada las reacciones que se llevaron a cabo
para lograr la funcionalizacion de las nanoparticulas magnéticas (NPM), siendo magnetita

(Fe**Fe*")204 subministrada por Sigma Aldrich.

La funcionalizacion, como se muestra en la FIGURA 2.1, se lleva a cabo en tres etapas,
partiendo por la hidroxilacion (Etapa 1), y siguiendo con la reacciéon de amino-silanizacion
(Etapa 2). La etapa final es la reaccion de polimerizacion (Etapa 3). Se probd la
polimerizacion de un compuesto ramificado, el 3-(trimetoxisilil) propil metacrilato (3-
TMSPM, Sigma Aldrich), un compuesto lineal, la 4-vinil-piridina (P-4VP, Sigma Aldrich),

y la combinacion de ambos compuestos para obtener un polimero mixto.
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FIGURA 2.1 Representacion esquemdtica de la funcionalizacion de las nanoparticulas.

A continuacion, se describiran detalladamente cada una de esas etapas de reaccion.

2.1.1 Hidroxilacion (NPM-OH).

Esta reaccion (FIGURA 2.2) se realizd con el fin de activar la superficie mediante la

adicion de grupos hidroxilos.
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FIGURA 2.2 Representacion esquemdtica de la hidroxilacion NPM-OH.

Inicialmente las NPM se mezclaron en un matraz de bola 6ml de la disolucion de NaOH
con 3mg de nanoparticulas (NPM) magnéticas. Se realizaron pruebas a diferentes
concentraciones de NaOH (Merck), SmM, 50mM, 250mM, 500mM y IM con el objetivo
de obtener una mejor estabilidad coloidal, observada mediante mediciones del diametro

hidrodindmico y el mayor valor de potencial C.

La mezcla fue sometida a sonicacion por 5 minutos para permitir una buena dispersion
de las NPM y después se dejoé en agitacion mecanica durante 24 horas a temperatura
ambiente. Es importante destacar que la agitacion con el uso de un agitador magnético no
es preferida para este tipo de nanoparticulas debido a que son atraidas por el agitador,
evitando una dispersion adecuada. Al finalizar el tiempo de reacciéon, las NPM-OH
(Nanoparticulas magnéticas funcionalizadas con —OH) fueron lavadas dos veces en agua.
Enseguida se llevd a cabo su caracterizacion (Tamafio hidrodindmico y potencial {),

mostrando los resultados en la TABLA 2.1.

]
TABLA 2.1. Diametro hidrodindmico y potencial & de las NPM hidroxiladas mediante el
tratamiento a distintas concentraciones de NaOH

0 Diametro
467.3 -30.9
0 363.4 -33.2
0 409.6 -32.2
D0 388.1 -27.8
615 -33.1

Las mediciones del didmetro hidrodindmico y del potencial { indicaron que la
concentracion mas adecuada a utilizar es la de 50 mM de NaOH al obtenerse valores de 360

nm y -33 mV respectivamente (menor tamafio hidrodindmico y mayor potencial (). Se
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consideraron las NPM-OH obtenidas con esa concentracion de NaOH para los siguientes

pasos de funcionalizacion de las NPM.

Finalmente las NPM-OH son lavadas dos veces en Dimetilformamida (DMF - Sigma

Aldrich) para continuar con la etapa siguiente.

2.1.2 Amino-Silanizacion (NPM-APTES).

Esta etapa de funcionalizacion (FIGURA 2.3) se realizo con el fin de que el polimero

se logre anclar de manera adecuada a las NPM.

FIGURA 2.3 Representacion esquemdtica de la funcionalizacién por amino-silacion NPM-APTES.

La funcionalizacién se realizo siguiendo la metodologia de Rafi, A. A. y col. [31].
Brevemente, 3mg de NPM hidroxiladas (NPM-OH) fueron concentradas en 1.2ml de DMF.
Se agregaron entonces 12l de APTES ((3-Aminopropil)triethoxisilano - Sigma Aldrich) a
la mezcla. Esta se sonicé durante 2 minutos para propiciar la dispersion, y después se dejo
en agitacion mecanica durante 5 horas a temperatura ambiente. Al finalizar la reaccion, las
nanoparticulas obtenidas (NPM-APTES) se lavaron 3 veces con DMF y 2 veces con
Tolueno sin sonicacion, ya que, si se realiza sonicacidon el APTES se desprende

parcialmente y las NPM-APTES tienden a aglomerarse.

2.1.3 Polimerizacion ramificada (NPM-3TMPM).

La polimerizacion de las NPM (FIGURA 2.4 se realizo siguiendo la metodologia
de Rafi, A. A. y colaboradores [31]. La reaccion fue llevada a cabo en 2 mL de tolueno

anhidro. Se afiadieron 3mg de NPM-APTES bajo atmosfera de nitrogeno y en seguida
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lentamente 6pl. de 3-(Trimetoxisilil)propilmetacrilato (3-TMSPM - Sigma Aldrich). La
estructura quimica del mondémero de este compuesto, asi como su estructura polimerizada
se presentan en la FIGURA 2.5. La reaccion se continud durante 72 horas a 50-55°C. Al
final de la reaccion se dejo enfriar. Después se recuperaron las nanoparticulas (NPM-
3TMPM) por centrifugacion durante 10 minutos. Finalmente fueron lavadas con tolueno y

etanol para su posterior caracterizacion.

¢ o
3-TMSPM
&>~ ==

FIGURA 2.4 Representacion esquemdtica de la reaccion de polimerizacion de un compuesto ramificado
NPM-3TMPM.
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FIGURA 2.5 a) estructura quimica del monémero de 3-(Trimetoxisilil)propilmetacrilato) y b) estructura
quimica de poli(metacrilato de 3-trimetoxisilil propil)

2.1.4 Polimerizacion Lineal (NPM-P4VP).

La polimerizacion de NPM-P4VP (FIGURA 2.6) se realiz6 igualmente siguiendo
la metodologia de Rafi, A. A. y colaboradores [31]. La reaccion se llevé a cabo con tolueno
seco (2ml) como solvente. Se mezclaron 3mg de NPM-APTES con 7.8ul de mondémero
4-VP (FIGURA 2.7-a) y 1.8ul de AIBN (Azobisisobutironotrilo - Sigma Aldrich) (0,48

mg) como iniciador, en atmoésfera de nitrogeno. La mezcla se mantuvo a una temperatura
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de 70-80 °C por 48 horas. Al finalizar las NPM-P4VP (ver estructura del polimero en la
FIGURA 2.7-b), éstas fueron separadas por centrifugacion a 9000 rpm y se sometieron
sucesivamente a lavados con tolueno, THF (Tetrahidrofurano - Sigma Aldrich), metanol,

agua y acetona para eliminar los residuos. Finalmente se dejo secar.

FIGURA 2.6 Representacion esquemdtica de la polimerizacion lineal NPM-P4VP.
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FIGURA 2.7 a) estructura quimica de 4-vinilpiridina y b) estructura quimica de poli(4-vinilpiridina)

2.1.5 Mezcla de los polimeros (NPM-P4VP’).

La incorporacion del polimero mixto (FIGURA 2.8) se realizd acoplando
primeramente el 3-TMSPM vy enseguida la 4-VP Partiendo de las NPM-APTES, se realizo
la polimerizacidon de un compuesto ramificado, mezclado los 3mg de NPM-APTES en 2ml
de Tolueno seco, se afadieron lentamente y agitando manualmente o6ul de 3-
(Trimetoxisilil)propilmetacrilato  (3-TMSPM). Se dejo la reaccion durante 72 horas a 50-
55°C en agitacion mecanica. Después de ese periodo de tiempo, las NPM (NPM-3TMPM)
se dejaron enfriar y se recuperaron mediante centrifugacion durante 10 minutos a 14000

rpm. Se realizaron lavados con tolueno y etanol. En seguida, las NPM-3TMPM se
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mezclaron con 7.8ul 4-VP y 1.8ul AIBN (Azobisisobutironotrilo), en atmosfera de
nitrégeno. La mezcla se mantuvo a una temperatura de 70-80 °C por 48 horas en agitacion
mecanica. Al finalizar, las NPM-P4VP’ fueron separadas por centrifugacion a 14000rpm
por 10 minutos y se sometieron sucesivamente a lavados con tolueno, THF, etanol, agua y

acetona para eliminar los residuos. Finalmente se dejaron secar.
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FIGURA 2.8 Representacion esquemadtica de la reaccion de funcionalizacion binaria de NPM con
-3TMPM y -P4VP.

2.2 CARACTERIZACION.

En esta seccion del capitulo se presenta la evaluacion del acoplamiento de los
compuestos en cada una de las etapas de funcionalizacion. Para ello se realizaron las
siguientes pruebas: microscopia electrénica (STEM y SEM), espectroscopia infrarrojo (FT-
IR) acoplado a ATR, dispersion de luz dinamica (DLS) y electroforesis laser-doppler
(LDE).

2.2.1 SEM-STEM: Morfologia y tamaiio de las nanoparticulas

La microscopia electronica (STEM y SEM) nos permite ver la morfologia de las
nanoparticulas, su tamafio, y su estado de aglomeracion. Se muestran las imagenes SEM y
STEM de las nanoparticulas sin funcionalizar, y después de cada etapa de reaccion con los

compuestos correspondientes.

En la FIGURA 2.9 se observan las imagenes tomadas por la técnica de SEM o STEM de

las nanoparticulas junto con los histogramas de tamafio de nanoparticulas.
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FIGURA 2.9 Fotografias STEM de a) NPM, b) NPM-OH, ¢) NPM-APTES y fotografias SEM de
d) NPM-3TMPM, e) NPM-P4VPy f) NPM-P4VP’.
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En la imagen de la FIGURA 2.9 a) se presentan las NPM sin funcionalizar obtenidas
mediante STEM y el histograma de las nanoparticulas. Se observa que las NPM se
encuentran de forma dispersa con una morfologia esférica. En este histograma notamos que
existe un rango de tamainos de didmetro de entre 15nm y 40nm, pero las nanoparticulas se

encuentran con mayor concentracion es un tamafo con didmetro de 20nm a 24nm.

La imagen de la FIGURA 2.9 b) se observan las nanoparticulas con la
funcionalizacion de hidroxilacion NPM-OH realizada por la técnica de STEM. En esta
imagen podemos observar nuevamente nanoparticulas con una morfologia esférica y una
buena dispersion. En el histograma notamos que no existe gran diferencia del rango de
tamafios de diametro respecto a las NPM. Para este caso, el rango se encuentra entre 15nm
y 35nm, encontrandose las nanoparticulas con mayor concentracion es un tamafio con

diametro de 25nm a 29nm.

No existe una diferencia significativa observada a partir de las micrografias STEM
entre las NPM (FIGURA 2.9 a)) y las NPM-OH (FIGURA 2.9 b)), ya que las dos

comparten la misma morfologia con una estructura esférica.

En la FIGURA 2.9 c), observamos las nanoparticulas con la funcionalizacion de
amino-silanizacion NPM-APTES realizada por la técnica de STEM. En esta figura no se
logra apreciar la morfologia de las nanoparticulas. Esto es de debido una alta aglomeracion

de las provocada por el compuesto (3-aminopropil) trietoxisilano.

Por esta razon se decidid obtener también iméagenes por la técnica de SEM, la cual se

muestra en la FIGURA 2.10.
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FIGURA 2.10 Fotografia SEM de las NPM-APTES.

En la imagen del SEM de la FIGURA 2.10 se logran apreciar los nucleos de las
nanoparticulas, y la capa que las recubre (APTES). De esta manera logramos determinar los
distintos tamafios de nanoparticulas ligeramente aisladas que se encuentran representados
en el histograma de la FIGURA 2.9-c. En el histograma se constata que el rango en el

diametro fue entre 35nm a 70nm, con tamarfo centrado en 50nm a 54nm.

Comparando estas NPM-APTES con NPM y NPM-OH, la diferencia entre ellas es una
mayor aglomeracion y un tamano de particula aumentando casi al doble debido a la capa de

APTES.

Aunque estas imagenes muestran agregacion de las nanoparticulas, se debe mencionar
que la adicion de APTES es solo una etapa intermediaria de reaccion necesaria para
incorporar otras moléculas. El APTES es inestable y, ademads, causa aglomeraciones al
deshidratarse, sin embargo, si las NPs modificadas con este compuesto se mantienen en

DMEF, su estabilidad quimica y coloidal se conserva.

La FIGURA 2.9 d) de las nanoparticulas funcionalizadas con el polimero ramificado
3-(trimetoxisilil)propil metacrilato fue obtenida mediante la técnica SEM.EI histograma de
distribucion de tamafio se muestra en el inserto de la misma figura. En esta imagen

podemos observar nuevamente unas nanoparticulas con una morfologia esférica. Una
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notable disminucidén de aglomeracion existe con respecto a la FIGURA 2.9 c), pero a

comparacion con la Figura 2.9 d), se tiene con una definicién més estable en su morfologia

Observando el histograma, se observa que los tamafios de las nanoparticulas se
redujeron respecto a NPM-APTES, siendo la capa que recubre a las nanoparticulas mas
delgada. El tamano determinado esta en un rango de 20nm a 45nm, teniendo un didmetro
centrado en 30nm a 34nm, aunque también existe una alta poblacion de nanoparticulas con

un diametro de 25nm a 29nm.

En la FIGURA 2.7 e) se muestran las nanoparticulas funcionalizadas con el polimero
lineal Poli(4-vinilpiridina) junto con su respectivo histograma. En la imagen no se observa
una aglomeracion tal del polimero que no nos permita observar la morfologia de las
nanoparticulas comparadas con la imagen c¢) de la misma figura. Comprobamos de esta
manera que nuevamente unas nanoparticulas con una morfologia esférica. El histograma
muestra que la mayor concentracion de nanoparticulas se encuentra en tamafio de didmetro
de 30nm a 34nm al igual que las NPM-3TMPM. El rango de tamafo de las NPM-P4VP es
de 20nm a 50nm, se redujeron el tamafo con respecto a NPM-APTES nuevamente, siendo

mas delgada la capa de este polimero que recubre a las nanoparticulas.

Es notable que entre las NPM-3TMPM y las NPM-P4VP no existe una diferencia

notable, tanto en la morfologia, como en los tamafios de nanoparticula.

Finalmente la FIGURA 2.7 f) muestra la imagen obtenida por la técnica SEM y su
histograma correspondiente de tamafio de nanoparticulas, siendo para este caso la imagen
de las nanoparticulas funcionalizadas con los dos tipos de polimero (NPM-P4VP’), el
ramificado (3-(trimetoxisilil)propil metacrilato) y el lineal (Poli(4-vinilpiridina)). En la
imagen no se observa una diferencia significativa en la morfologia entre estas
nanoparticulas y las NPM-P4VP. Igualmente notamos nanoparticulas con una morfologia
esférica sin la presencia de residuos de la reaccion que impiden la observacién adecuada,
como en NPM-APTES. El histograma se encuentra un rango de tamafio de las NPM-

P4VP’entre 27nm a 45nm, con diametro centradoentre 33nm a 35nm.
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2.2.2 DLS: Tamaiio Hidrodinamico

Para los andlisis de dispersion de luz dinamica (DLS) se utiliz6 un equipo Zetasizer
Nano de Malvern, que nos permitié medir el tamafio hidrodinamico de las nanoparticulas
en suspension, pudiendo el crecimiento en el tamafio indicar la incorporacion de capas

adicionales de polimeros o grupos funcionales.

Cuando una particula dispersada se mueve a través de un medio liquido, una fina capa de
dipolo eléctrico del disolvente se adhiere a su superficie. Esta capa influye en el
movimiento de la particula en el medio. Asi, el diametro hidrodindmico nos da informacion
del nucleo inorgénico, es este caso la magnetita, junto con cualquier material de
recubrimiento y la capa de disolvente que se une a la particula cuando se mueve bajo la
influencia del movimiento browniano [32] (movimiento aleatorio que se observa en las

particulas que se hallan en un medio fluido [33]).

La caracterizacion adecuada de NPs por DLS, asi como LDE (Electroforesis laser
doppler) para la obtencién del potencial & en soluciones fisioldgicamente relevantes son
importantes debido aque las superficies de las NPs son modificadas por distintos grupos
funcionales para proporcionar estabilidad, biocompatibilidad, selectividad y funcionalidad
para aplicaciones bioldgicas. Es necesario conocer y controlar asi su estabilidad coloidal y

propiedades fisicoquimicas desde la etapa de formulacion antes de la administracion.

La FIGURA 2.11 muestra los graficos de distribucion de tamafio hidrodindmico para
cada una de las etapas de funcionalizacion de las nanoparticulas. Los valores medios son
resumidos en la TABLA 2.2, incluyendo el indice de polidispersidad (PDI). Este parametro
da una indicacion de la anchura de la distribucion global asi comosobre la agregacion o

aglomeracion que llega a existir entre las nanoparticulas en un medio especifico.
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FIGURA 2.11. Distribucién del Tamaiio hidrodindmico de las distintas etapas de funcionalizacién en una

solucion de buffer de fosfatos a un pH de 7,4 y fuerza ionica de 3mM. a)NPM, b)NPM-OH,
¢)NPM-APTES, d)NPM-3TMPM, e) NPM-P4VP y f)NPM-P4VP’.

]
TABLA 2.2. Valor central del Tamaiio hidrodindmico de NPM, NPM-OH, NPM-APTES,
NPM-3TMPM, NPM-P4VP, NPM-P4VP’ en una solucion de buffer de fosfatos a un pH de 7,4 y
Juerza ionica DE 3mM.

D ' D
Diametro .

P 376 0.431
PM-O 363.2 0.376
PM-AFP 342 0.793
P § 330 0.485
PM-P4VP 396 0.770
PM-P4VP 396 0.778
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El diametro hidrodinamico de todas las nanoparticulas estuvo en el rango de 330 y 400
nm. Las nanoparticulas con mayor diametro hidrodindmico fueron las P4VP vy las
P4VP’con un valor de 396 nm. En seguida fueron las NPM sin funcionalizar. Esto es
debido principalmente a la dificultad para dispersarlas, atn por ultrasonicacion. En seguida
le siguieron las NPM-OH y NPM-APTES, con un valor de 363 y 342 nm respectivamente.
Al funcionalizarlas con el polimero 3-trimetoxisilil propil metacrilato, obtuvimos el valor

mas pequeiio de didmetro hidrodinamico con un valor de 330nm.

Por otro lado, debido a varios factores tales como la presencia de particulas grandes o
aglomeraciones, la alteracion del indice de refraccion (es decir, por fluorescencia de la
muestra) o la absorcion de la luz laser incidente (muestras coloreadas), los resultados son
invalidos debido a que no cumplen con los criterios de calidad. La nanoparticulas que son
utilizadas en esta investigacion son de un color café obscuro, por lo que presenta una
absorcion de luz del laser haciendo que las muestras no se cumplan los criterios de calidad
de acuerdo a esta técnica. Un PDI mayor a 0.2 nos indica una distribucion amplia de
tamafio, o la influencia de alguno de los factores mencionados, por lo que a partir de la
utilizacion de otras técnicas como el SEM o STEM, se puede llegar a tener una mejor

vision del tamaifio real.

En la FIGURA 2.11 podemos determinar que las NPM con una menor dispersion de
tamafio fueron las funcionalizadas, es decir, 3TMPM, P4VP y P4VP’ indicandonos que no
varia en su tamafo hidrodindmico a comparacion de, por ejemplo, NPM-APTES, la cual
presenta una distribucion mayor. La reaccion con APTES da como resultado productos
inestables que se aglomeran si no se realizan reacciones ulteriores como la incorporacion de

grupos funcionales adicionales, como los polimeros en este trabajo.

Los valores de didmetro hidrodindmico en este trabajo se encontraron entre 330nm y
400nm, siendo comparables con lo observado en la literatura para NPs magnéticas con

diametros solidos inferiores a 100 nm, los cuales presentan didmetros hidrodindmicos de

entre 100-600 nm [31, 34].
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2.2.3 Efecto de concentracion de polimero en DLS:

También se determind el tamafio hidrodindmico de las NPM-3TMPM Y NPM-P4VP a
diferentes concentraciones de polimero, 10, 20 y 30 uL de 3-(trimetoxisilil)propil
metacrilato y 16, 26 y 36 puL de Poli(4-vinilpiridina). Esto para optimizar, tanto la
absorcion, como la liberacion del medicamento. Entonces se muestran aqui las graficas de
intensidad contra tamafio hidrodindmico obtenida de los resultados de las pruebas de DLS

(FIGURA 2.12), asi como una tabla (TABLA 2.3) con sus valores correspondientes:
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FIGURA 2.12. Comparacion de la distribucion del Tamaiio hidrodindmico de diferentes concentraciones
de a) NPM-3TMPM y b) NPM-P4VP en una solucion de buffer de fosfatos a un pH de 7,4 y fuerza
ionica de 3mM.

'
TABLA 2.3. Distribucion del Tamaiio hidrodindmico de NPM-3TMPM y NPM-P4VP a diferentes

concentraciones de polimero en una solucion de buffer de fosfatos a un pH de 7,4 y fuerza ionica DE
3mM
DLS

Tamaiio (nm)

NP

NPM-3TMPM 10
NPM-3TMPM 20

NPM-3TMPM 30
NPM-P4VP 16
NPM-P4VP 26
NPM-P4VP 36
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En la FIGURA 2.12 a) se observa la distribucion de tamano de las NPM-3TMPM a
concentraciones de polimero de 10, 20 y 30 pL. Los tamanos varian de 458nm, 386nm y
458nm respectivamente, teniendo valores de PDI altos. Para este tipo de nanoparticulas, los
valores de PDI fueron también altos [c]. Ahora bien, podemos percatarnos que las NPM-
3TMPM10 y NPM-3TMPM30 son las que tienen una curva mas ancha, por lo que la
distribucion de tamafio es grade, siendo las NPM-3TMPM30 las que tienen una
distribucion de tamafio mayor. Las nanoparticulas que tiene una mejor distribucion de

tamafio mas estable y menor son las NPM-3TMPM?26.

Por otro lado, en la FIGURA 2.12 b) se observa la distribucion de tamafio de las NPM-
P4VP a concentraciones de polimero de 16, 26 y 36 uL. Los tamafios, para este caso,
variaron de 295nm, 396nm, y 531nm respectivamente. Observando las NPM-P4VP16
notamos dos picos, en los cuales nos indican que existen dos familias de NPM. Como se
menciond anteriormente en los distintos pasos de la sintesis de NPM, las reacciones se
realizaban, ya sea con una agitacion mecdanica o sin ésta, teniendo en cuenta que no se
utiliza un agitador magnético. Para el caso de la sintesis de NPM-P4VP16 se decidid
realizar la agitacion en la reaccion de polimerizacion utilizando un agitador magnético.
Esto nos resultoé contraproducente, ya que se forman dos poblaciones de NPM-P4VP16 con
tamafios distintos, 295nm y 5560nm. Las NPM-P4VP16 y NPM-P4VP36 presentan la
mayor distribucion de tamafio. La curva de las NPM-P4VP26 indica la menor

polidispersidad.

2.2.4 FT-IR: Acoplamiento de grupos funcionales

La espectroscopia infrarroja (IR) acoplada a ATR (reflectancia total atenuada) permite
verificar el acoplamiento superficial de los diferentes grupos funcionales especificos de los

compuestos utilizados en las diferentes etapas de funcionalizacion.

Se utiliz6 el ATR ya que éste tiene como ventajas la simplicidad de la preparacion de
la muestra, bajo consumo de material, no se requiere preparacion adicional, su limpieza es

rapida y facil, y ademas, las muestras se miden en su estado natural.
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Los espectros obtenidos para cada muestra son presentados en la FIGURA 2.11,

sefalando los picos mas relevantes para mayor claridad.
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FIGURA 2.13 Espectros de infrarrojo con transformada de Fourier acoplado a ATR para a) NPM,

b) NPM-OH, ¢c) NPM-APTES, d) NPM-3TMPM, ¢)NPM-P4VP, f)NPM-P4VP".

Para el espectro de NPM (nanoparticulas magnéticas) (FIGURA 2.13 a)) podemos

encontrar las bandas en 650-630 cm™! representativas de la vibracion del enlace Fe-O [35],

asi como las bandas en 1650 cm™ y 3433 cm™! también representativas de ese enlace.

En el espectro de NPM-OH (FIGURA 2.13 b)) se observa la banda caracteristica del

enlace —OH en aproximadamente 3550 cm™!, comprobando asi que existe el acoplamiento

del grupo hidroxilo en la superficie de las NPs después de la activacion con NaOH. Esta
banda disminuye considerablemente la funcionalizacion de NPM-APTES, NPM-3TMPM,
NPM-P4VP y NPM-P4VP’, debido a la reaccion de los hidroxilos con el APTES para

acoplar los aminosilanos.
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Para NPM-APTES (FIGURA 2.13 ¢)), la regién entre 3000-2800 cm™ corresponde a
las vibraciones simétricas y asimétricas del enlace C-H. En la region entre 1680-1620 cm™,
la banda a 1630 cm™! es caracteristica del enlace N-H. La banda en 1100 cm™! representa el

estiramiento del enlace Si-O [36].

Para NPM-3TMPM (FIGURA 2.13 d)), encontramos las bandas del enlace C=0 a
1712 ecm™, C=C a 1635 cm™, C-O a 1321 cm™ y C-H a 3000-2900 cm™', por ser un
compuesto de tipo éster [37]. De igual forma encontramos a 1100 cm™ el pico especifico de
Si-O un poco mas largo que en el espectro de NPM-APTES, ya que ese enlace, para este
caso es proporcionado, tanto por el compuesto (3-aminopropil) trietoxisilano (APTES) y el
polimero ramificado 3-(trimetoxisilil)propil metacrilato (3-TMPM). De igual manera
encontramos la banda del enlace N-H en 1630 cm™ proveniente del APTES, comprobando

asi un buen acoplamiento.

En el espectro de NPM-P4VP (FIGURA 2.13 ¢)), especifico de Poli(4-vinilpiridina)
(polimero lineal) encontramos dos bandas caracteristicas, la banda 1620 cm™ atribuida
especificamente a la piridina [38] y la banda a 1100 cm™ especifico del enlace Si-O. Con

esto se comprueba un buen acoplamientotanto del APTES, asi como del P4VP.

Finalmente, en el espectro de NPM-P4VP’ (FIGURA 2.13 f)), el cual comprende las
reacciones de 3-TMPM y P4VP, logramos observar un ligero incremento de las bandas
entre 3000cm™ y 2900cm™! relacionadas con las vibraciones de C-H cm’!, asi como de las
bandas C=0 a 1712 em™, C=C a 1635 cm’!, C-O a 1321 cm’!, siendo esta prueba del éster
del compuesto 3-TMPM. De igual forma encontramos a 1100 cm™ el pico especifico del
enlace Si-O, siendo este considerablemente mas largo en el espectro f) de NPM-P4VP’ que
para el espectro €) de NPM-P4VP debido a la presencia del compuesto 3-TMPM. También
encontramos la banda 1620 cm™ atribuida especificamente a la piridina, siendo esta un poco

menos notoria que en la NPM-P4VP.
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2.2.5 Efecto de concentracion de polimero en FT-IR:

Para optimizar las concentraciones de NPM-3TMPM y NPM-P4VP, se probaron los
siguientes volumenes de reaccion: 10, 20 y 30 puL de 3-(trimetoxisilil)propil metacrilato y
16, 26 y 36 uL de Poli(4-vinilpiridina). Los espectros de FT-IR para NPM-3TMPM son
mostrados en la FIGURA 2.14 y para NPM-P4VP son mostrados en la FIGURA 2.15 con

el fin de comparar los espectros en cada figura.

Transmitancia (%)
|
|

/

¢

\

|

\

)

S/
%

)
- W
4150 3650 3150 2650 2150 1650 1150 650

Longitud de onda (cm-')

FIGURA 2.14 Espectros de infrarrojo con transformada de Fourier acoplado a ATR para de
NPM-3TMPM a diferentes concentraciones de polimero, a) 10uL, b) 20uL y c) 30uL de
3-(trimetoxisilil)propil metacrilato.
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FIGURA 2.15 Espectros de infrarrojo con transformada de Fourier acoplado a ATR para de
NPM-P4VP a diferentes concentraciones de polimero, a) 16uL, b) 26uL y c) 36uL de Poli(4-vinilpiridna).

36



En la FIGURA 214 se puede observar para el  polimero
3-(trimetoxisilil)propil metacrilato que todas las bandas caracteristicas son concordantes a
las ya explicadas anteriormente. Igualmente se observa que no existen diferencias
significativas en la intensidad de los espectros, indicando que las concentraciones
analizadas no generan cambios apreciables en la estructura final de los nanocompuestos.
Esto puede ser debido a que en todos los casos anteriores el precursor del polimero se

encuentra ya en exceso, mientras que la superficie de la particula es limitada.

En la FIGURA 2.15, a diferencia de los espectros de NPM-3TMPM (FIGURA 2.12), se
observaron diferencias significativas como efecto de los diferentes volumenes de reaccion.
En el caso del espectro FT-IR de NPM-P4VP16 se pueden percibir algunas bandas muy
pequefias, sin embargo, no se logran observar las bandas caracteristicas del polimero
Poli(4-vinilpiridina). En cambio, en los espectros de las NPM-P4VP26 y NPM-P4VP36 si
se logran observar las bandas caracteristicas ya mencionadas anteriormente. Comparando
estos dos espectros, observamos que el que tiene mejor definidas las bandas caracteristicas
es el de las NPM-P4VP26. Esto demuestra que con un exceso de reactivo no se logra

polimerizar de manera correcta el compuesto en la superficie de las nanoparticulas.

2.2.6 LDE: Potencial §

Finalmente, la electroforesis laser-doppler (LDE) también se realizéen un equipo
zetasizer paraestimar el potencial  para las nanoparticulas en cada una de las etapas de
funcionalizacion. Los valores diferentes después de cada etapa de reaccién también pueden

representar un indicio de que existe una funcionalizacién adecuada.

El potencial & nos indica la carga superficial de las NPs, lo cudl puede ser relacionado
con el grado de repulsion electrostatica existente entre ellas. Los valores relativos de
potencial & mayores a 30mV, son cominmente considerados como capaces de brindar
estabilidad coloidal a las nanoparticulas mediante repulsiones electrostaticas. Es posible
también obtener estabilidad coloidal de nanoparticulas con valores de potencial & entre -

30mV y 30mV, tratdindose de un mecanismo de estabilizacion mediante repulsiones
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estéricas. Entonces, de manera indirecta, los valores de potencial & nos indican el grado de

estabilidad de las nanoparticulas en suspensiones.

Los valores del potencial £ obtenidos se muestran en la tabla (TABLA 2.4), asi como en

la FIGURA 2.16 agrupando de esta manera los resultados para facilitar su descripcion.
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FIGURA 2.16. Valores de potencial £ a) NPM, b) NPM-OH, ¢c) NPM-APTES, d) NPM-3TMPM,

e) NPM-P4VPy f) NPM-P4VP’ en una solucion de buffer de fosfatos a un pH de 7,4 y fuerza ionica 3mM.
________________________________________________________________________________________________________________________________|]
TABLA 2.4. Valor de potencial ¢ de NPM, NPM-OH, NPM-APTES, NPM-3TMPM, NPM-P4VP, NPM-
P4VP’ en una solucion de buffer de fosfatos a un pH de 7,4 y fuerza ionica DE 3mM.

NP Potencial &

(mV)
NPM
NPM-OH
NPM-APTES

NPM-P4VP
NPM-P4VP’

|
NPM-3TMPM |
|
|

En varios estudios, se informd de una diferenciacion clara en los valores de potencial
zeta de nanoparticulas recubiertas y no recubiertas, con valores de potencial zeta altamente
negativos para nanoparticulas no recubiertas y valores de potencial zeta menos negativos,
neutros o positivos para nanoparticulas recubiertas dependiendo de la sustancia unida a la
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superficie. El recubrimiento de nanoparticulas con algunos polimeros anfifilicos
normalmente disminuye el potencial zeta, debido a que las capas de revestimiento protegen
la carga superficial. Entonces, las mediciones de potencial zeta también son un indicativo

de la incorporacion de nuevos grupos funcionales alrededor de las NPs.

Observando la tabla (TABLA 2.4) yla FIGURA 2.16, los valores de potencial & mas
negativos fueron los de a) NPM (sin funcionalizar), b) NPM-OH y e¢) NPM-P4VP. Los
valores fueron de -19mV, -35mV y -15mV respectivamente. Estos resultados son
concordantes con los valores de potencial & de nanoparticulas comparadas en diferentes
estudios para nanoparticulas sin recubrimiento polimérico [39]. El valor de -35mV dado
por las NPM-OH es mayor al de las NPM sin funcionalizar debido a la carga mas negativa
que proporciona el grupo OH. El valor para ~ NPM-P4VP de -15mV es debido al grupo
funcional de 4-vinilpiridina. Ahora, para las demds nanoparticulas, c) NPM-APTES, d)
NPM-3TMPM vy f) NPM-P4VP’, obtenemos resultados de potencial & mas neutros, de entre
-1.48mV a 0.46mV. Estos resultados son igualmente concordantes con los valores de
potencial & de nanoparticulas comparadas en diferentes estudios para nanoparticulas con
recubrimiento polimérico donde dicen que disminuye el valor debido a que las capas de

revestimiento protegen la carga superficial.

2.2.7 Efecto de concentracion de polimero en LDE:

También se determiné el potencial & de las NPM-3TMPM Y NPM-P4VP a diferentes
concentraciones de polimero, 10, 20 y 30 uL de 3-(trimetoxisilil)propil metacrilato y 16, 26
y 36 uL de Poli(4-vinilpiridina), como en el caso del tamafio hidrodinamico. Entonces se
muestran aqui las graficas en la FIGURA 2.17 de intensidad contra tamafio hidrodindmico

obtenidas mediante LDE, asi como una TABLA 2.5 con los valores para cada uno.
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FIGURA 2.17. Comparacion del potencial & de diferentes concentraciones de NPM-3TMPM (izquierda) y
NPM-P4VP (derecha) en una solucion de buffer de fosfatos a un pH de 7,4y fuerza ionica de 3mM.

________________________________________________________________________________________________________________________________|]
TABLA 2.5. Valores de potencial ¢ de NPM-3TMPM y NPM-P4VP a diferentes concentraciones
de polimero en una solucion de buffer de fosfatos a un pH de 7,4 y fuerza ionica DE 3mM.

Potencial &
NP (mV)

NPM-3TMPM 10
NPM-3TMPM 20

NPM-3TMPM 30 |
NPM-P4VP 16 |
|
|

NPM-P4VP 26
NPM-P4VP 36

En la grafica a) de la FIGURA 2.17 observamos los valores de potencial & de las
NPM-3TMPM a concentraciones de polimero de 10, 20 y 30 puL son de un valor neutro.
Estos resultados son concordantes con valores de potencial & para nanoparticulas

recubiertas como ya se menciono anteriormente [31, 34].

En la grafica b) de la FIGURA 2.17 se observan los valores de potencial & de NPM-
P4VP a concentraciones de polimero de 16, 26 y 36 uL, con valores entre-15.1mV, -
15.4mV, y 2.9mV, respectivamente, concordantes tambien con valores para nanoparticulas

recubiertas.
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2.3 CONCLUSIONES PARCIALES CAPITULO II.

Se verificaron y optimizaron mediante estudios de microscopia SEM y STEM, DLS,
LDE vy espectrometria FT-IR las condiciones de reaccion para obtener NPM
funcionalizadas con un polimero lineal (NPM-P4VP), uno ramificado (NPM-3TMPM), y
uno mixto (P4VP’).

Mediante SEM y STEM no se observaron diferencias significativas ni en morfologia ni
tamano después de cada etapa de funcionalizacion. Esto puede ser debido a la presencia de
capas delgadas de las moléculas funcionalizantes. Por otro lado, a reserva de factores como
la composicion, estado de agregacion, grupos funcionales en la superficie, dureza del
material, etc., su método de eliminacion del cuerpo podria ser llevado a cabo por el sistema

fagocito mononucelular [40].

Por otro lado, los valores obtenidos de diametro hidrodinamico y PDI fueron muy
elevados para todas las muestras. Esto es debido a distintos factores presentes en las
muestras que pueden alterar las mediciones mediante DLS, notablemente la absorcion
elevada de la luz del laser incidente. Eso invalida los valores numéricos, y en este trabajo se

conservan solo como indicativos de la realizacion de cada etapa de reaccion.

Mediante las mediciones de potencial & se predijo buena estabilidad coloidal por medio

de repulsiones electrostaticas o estéricas.

La caracterizacion de por medio de espectrometria de infrarrojo ayudé a demostrar la
presencia de las moléculas esperadas después de cada reaccion, comprobando cada una de

las etapas de funcionalizacion alrededor de las nanomagnetitas.

Mediante esas técnicas se logrd determinar la concentracion Optima de NaOH para la
etapa de hidroxilaciéon, siendo 50mM (menor tamafio hidrodindmico (360nm) y mayor
valor de potencial { (-35mV)). No se observaron efectos significativos de las

concentraciones de precursores para la formacion del polimero ramificado (NPM-3TMPM),
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pues no existieron diferencias significativas en la intensidad de los espectros. De otro
modo, para la implementacion del polimero lineal (NPM-P4VP) si se observé efecto de ese
parametro, ya que con un exceso o falta de reactivo no se logra polimerizar de manera
correcta el compuesto en la superficie de las nanoparticulas. Las mejores concentraciones
de precursores para la polimerizacion fueron 20ul del polimero ramificado 3-

(trimetoxisilil)propil metacrilato y 26uL de Poli(4-vinilpiridina).

Durante la etapa de polimerizaciones, el control de la temperatura fue también

indispensable para evitar la formacion de productos no deseados.
Los productos obtenidos en esta etapa del trabajo son prometedores para la aplicacion

de acarreamiento controlado de farmacos, por lo que sus propiedades de captura y

liberacion deben ser estudiados.
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CAPITULO 1III: Estudio de propiedades

electroquimicas de Doxorubicina.
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3.1 DOXORUBICINA.

El compuesto “Doxorubicina” es un antibidtico de antraciclina extraido de
Streptomyces peucetius var. Casius en los afos de 1970 [41]. Este principio activo es
utilizado en el tratamiento por quimioterapia para tratar enfermedades como: leucemia,
sarcoma de hueso, cancer de mama, cancer endometrial, cancer gastrico, cancer de cabeza y
cuello, linfoma de Hodgkin, cancer de higado, rifén, ovarios, tiroides, vejiga, pulmon,
sarcoma de tejido blando, de células transicionales, sarcoma uterino, tumor de Wilms y

macroglobulinemia de Waldenstrom [42].

Hay dos mecanismos propuestos por los cuales la doxorrubicina (Dox) actiia en la
célula cancerosa (FIGURA 3.1): (i) la intercalacion en el ADN vy la interrupcién de la
reparacion del ADN mediada por topoisomerasa Il y (ii) la generacion de radicales libres y
su dafio a las membranas celulares, ADN y proteinas [43]. La doxorrubicina se oxida para
formar la semiquinona, un metabolito inestable, que se convierte de nuevo en doxorrubicina
en un proceso que libera especies reactivas de oxigeno. Las especies de oxigeno reactivo
pueden conducir a la peroxidacion de lipidos y dafio a la membrana, dano al ADN, estrés
oxidativo y desencadena vias apoptoticas de muerte celular [44]. Alternativamente, la
doxorubicina puede ingresar al nucleo y envenenar la topoisomerasa-II, lo que también da

como resultado dafio en el ADN y muerte celular [45].
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FIGURA 3.1 Representacion grifica de la farmacodindmica de la Doxorubicina en una célula
cancerigena [41].

La Dox es un vesicante (sustancia quimica que causa dafio extenso a los tejidos y
formacion de ampollas si se escapa de la vena) que por su toxicidad tiene efectos
secundarios adversos como: mielosupresion grave y mucositis en la mayoria de los casos,
asi como nduseas, vomitos, alopecia y ocasionalmente casos de insuficiencia cardiaca

congestiva [42].

Los métodos convencionales de deteccion de Dox son mediante Cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC) [46], electroforesis capilar [47], deteccion fluorimétrica [48],
espectroscopia de masas [49], y electroquimicamente [50]; siendo las primeras dos las mas

utilizadas.
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En la FIGURA 3.2 a) encontramos la estructura quimica de Dox. En ella podemos
observar que tiene en su estructura la molécula de la quinona mostrada en la imagen b) y la
hidroquinona mostrada en la imagen c). Ambas moléculas tienen la capacidad de participar
en una reaccion de oxido-reduccion. Por tal razon, resulta ser una especie electroactiva
capaz de ser estudiada mediante técnicas electroquimicas como voltametria ciclica y

voltametria de onda cuadrada.

0O OH

NH2‘ HCI
H

FIGURA 3.2 a) Estructura de la Doxorubicina hidroclorada. b) Estructura de la quinona.
¢) Estructura de la hidroquinona.

3.2 METODOLOGIA.

3.2.1 Voltamperometria Ciclica.

Primeramente, se realiz6 una prueba de V.C. para determinar la electroactividad del
farmaco modelo Dox. Se identificaran todos los picos de oxidacion y reduccidn, y se asigno

a que parte de la molécula corresponden cada uno de ellos.

Se utilizé una solucion de Dox en un medio electrolitico de buffer citratos a pH 6 con
una fuerza i6nica (F.I.) de 100 mM a una concentracion de 100 uM. Se determind una
ventana de potencial de -1 V a 1 V, con una velocidad de barrido de 50 mV/s. La celda
electroquimica estuvo constituida por un electrodo de trabajo de carbon vitreo, como
electrodo de referencia uno de plata / cloruro de plata (Ag/AgCl) y como contraelectrodo

uno de platino.
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Se analiz6 como blanco la V.C. de la solucion del mismo buffer citratos sin Dox bajo

las mismas condiciones.

3.2.2 Voltamperometria de Onda Cuadrada.

Con base en los resultados de la V.C., se realizo el estudio mediante V.O.C. Se
utilizaron disoluciones de Dox preparadas bajo las mismas condiciones que para V.C.Se
utilizaran como parametros un voltaje de -1 V a 1 V, un potencial de pulso (AEsw) de 35
mV, un potencial de paso (AEs) de 5 mV, y una frecuencia de 80 Hz. De igual manera se

realizd la V.O.C. de una disolucion blanco.

3.2.3 Cuantificacion de Dox a distintos pHs.

Se realizaran pruebas de V.O.C. para distintas concentraciones y diferentes valores de
pH (1, 4, 6 y 7,4). Cabe mencionar nuevamente que se eligieron estos valores ya que a un
pH aproximado de 6 se encuentra la pared celular de un tumor cancerigeno [51], los
lisosomas en un tumor cancerigeno se encuentran a un pH aproximado de 4 [52], y el pH
fisiologico es de 7,4. Mediante las curvas de calibracion se determind la ecuacion de la
recta que permitird la determinacion de las concentraciones de Dox en los estudios de
insercion y liberacion del farmaco. Las soluciones que se utilizaron para pH 1 son HCI
0.1M, para pH 4 una solucion de buffer citratos, para pH 6 igualmente una solucion de
buffer citratos, y para pH 7,4 una solucion de buffer fosfatos, todas a una fuerza ionica de
100 mM. Cada prueba se comenzo con una solucion del buffer al pH especifico y se
combind con el principio activo para tener una con concentracion de 80 uM. Mediante
diluciones suscesivas se prepararon concentraciones de 80, 60, 50, 40, 20, 10, 1 y 0 nM de
Dox. Que fueron posteriormente analizadas mediante V.O.C. Se trabaj6 a un voltaje de -1
V a1V, un potencial de pulso (AEsw) de 35 mV, un potencial de paso (AEs) de 5 mV, y una

frecuencia de 80 Hz.
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Posteriormente se obtuvieron las curvas de calibracion correspondientes graficando el
pico de corriente maximo (Iy) correspondiente a la reduccion de la quinona, contra el valor
de la concentracion. Asimismo, se obtuvieron los limites de cuantificacion (LOQ) y de

deteccion (LOD) mediante las ecuaciones Ec. 3.1 y Ec. 3.2 respectivamente.

. e 10 Spyc
Ec.3.1 Limite de cuantificacion (LOQ) = P
. , _ 3 Spic
Ec.3.2 Limite de deteccion (LOD) = 5

Donde Spic es la desviacion estandar del blanco y P es la pendiente de la curva de

calibracion

3.3 RESULTADOS.

3.3.1 Voltamperometria Ciclica.

En la FIGURA 3.3 se muestra el voltamperograma de a) la solucion con el farmaco y

b) sin el farmaco con el objetivo de identificar los picos de corriente especificos de la Dox.

— 100(uM)
0 nM

-1.0 -05 0.0 0.5
E vs Ag/AgClI (V)
FIGURA 3.3 a) voltamperograma de la solucion de Dox a 100 uM en buffer citratos a una F.I. de 100

mM y un pH de 6. b) voltamperograma de la solucion buffer citratos citratos a una F.I. de 100 mM y un
pH de 6.
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En la curva a) de la FIGURA 3.3 se observan dos sistemas reversibles a -0.5 V y a
+0.55 V. En cambio, la curva b) de la misma figura no muestra ondas de oxidacion o

reduccion.

El primer sistema reversible en aproximadamente -0.5 V tiene la caracteristica de un
intercambio reversible de dos electrones con componentes oxidados y reducidos que son
fuertemente adsorbidos en el electrodo. Este conjunto de ondas anddicas y catddicas se
debe a la reduccion reversible del centro de la quinona de la Dox a la hidroquinona y la
reoxidacion del resto de hidroquinona producida en la superficie del electrodo [53]. El

mecanismo de electrorreduccion de se propone en la FIGURA 3.4 [54].

FIGURA 3.4 Mecanismo de electroreduccion de la benzoquinona en la molécula de Dox.

El segundo sistema reversible aproximadamente en +0.6 V corresponde a la oxidacion
de la hidroquinona. Sin embargo, en los estados totalmente oxidados y totalmente
reducidos, la doxorubicina contiene dos restos de quinona e hidroquinona idénticos,
respectivamente. Entonces, uno esperaria un voltamograma ciclico simple de dos
electrones. La respuesta observada puede explicarse suponiendo que los intermediarios de

la semiquinona se estabilizan mediante enlaces de hidrégeno [55].

3.3.2 Voltametria de onda cuadrada.
La principal ventaja de las técnicas voltamperométricas de pulso como la voltametria

de onda cuadrada, es su capacidad para discriminar la corriente de carga (capacitancia).

Como resultado, las técnicas de pulso son mds sensibles a las corrientes de oxidacion o
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reduccion (corrientes faradaicas) que la voltametria ciclica. Por ello, esta técnica es

preferida con fines de determinacion de compuestos.

En la FIGURA 3.5 se muestra el voltamperograma de onda cuadrada de 1) la solucion

buffer con Dox a 100 uM y 2) la solucion buffer sin Dox.

FIGURA 3.5 1) voltamperograma de la solucion de Dox a 100 uM en buffer citratos a una F.I. de
100 mM y un pH de 6. 2) voltamperograma de la solucion buffer citratos a una F.I. de 100 Mm
yunpH de 6.

En la curva 2) de la FIGURA 3.5 no encontramos ningtn pico de oxidacion o reduccion
para este rango de voltaje, resultado esperado al no existir presencia del analito a
cuantificar. En cambio, la curva 1) muestra dos picos definidos en a) a -0.5 V yen b) a
+0.55 V proporcionados por el compuesto Dox. El pico a) con mayor corriente de 95 A
corresponde a la reduccion de la quinona y el pico b) a una corriente de 16 uA, menor al

pico a), corresponde a la oxidacion de la hidroquinona.

Por ser el pico de la reduccion de la quinona (a) mayor a la de la oxidacion de la
hidroquinona (b), la primera sefial fueescogida para las pruebas de cuantificacion de Dox a

distintos pHs, logrando mejores limites de deteccion y cuantificacion.
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3.3.3 Cuantificacion de Dox a distintos pHs.

En la FIGURA 3.10 se muestran los voltamogramas por V.O.C. de la deteccion de la

reduccion de la molécula quinona en Dox a diferentes concentraciones y en distintos

valores de pH.
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FIGURA 3.6 Voltamperogramas de V.0.C. de Dox a una concentracion de 80 nM a 0 nM a pH de
a)l,b)4,c)6yd)74.
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En la FIGURA 3.6 a) se muestran los voltamogramas a pH 1 para la deteccion de Dox.

Partiendo de una concentracién de farmaco de 80 nM, el cual tiene un pico de corriente a

11 pA.La intensidad de corriente de este pico disminuy6d gradualmente conforme la

concentracion del firmaco fue menor. Dichos picos se observan a un potencial de -0.25 V,

y dicho valor no fue afectado por el efecto de la concentracion de analito.
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Para los demaés valores de pH fue observada lamisma tendencia de disminucién de los
picos de corriente al existir menor concentracion de Dox. Se observa que a medida que el
pH aumento, los valores de potencial del pico de corriente se desplazaron hacia valores mas
negativos; a pH 1 el potencial fue de -0.25 V, para un pH 4 de -0.43 V, a pH 6 el
potencial fue de -0.5 V y a pH 7,4 de -0.63 V. Esto es entendido mediante la ecuacion de
Nerst (EC. 3), en la cual se puede estimar el efecto de la concentracion de H en los

potenciales de oxidacion [56].

0.0592, [H,0Q]
2 o]

Ec.3  E=Ey,- — 0.0592pH

Los picos generados por la reaccion de reduccion de la quinona fueron muy intensos, lo
que permitié medir concentraciones de Dox muy bajas, logrando incluso captar la presencia
de Dox hasta concentraciones tan bajas como InM. En cambio, la reaccion de oxidacion de
la hidroquinona en Dox, al mostrar un pico de corriente mas bajo que el de la reduccion,

permitio determinar solamente concentraciones mas elevadas.
Al relacionar los valores de concentracion de Dox con la intensidad de corriente

medidos en los voltamperogramas de onda cuadrada, obtenemos las curvas de calibracion

mostradas en la FIGURA 3.7.
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FIGURA 3.7 Curvas de calibracién (m) con Recta de tendencia para la determinacion de Dox a diferentes
pHs.a)1,b)4,c)6yd) 7,4.

Como podemos observar, todas las curvas de calibracion presentan buena correlacion
lineal. Al obtener la recta de tendencia, es posible recoger los valores de pendiente de las
rectas (m), el valor del coeficiente de determinacion (R?) y los valores de LOQ y LOD

representados en la TABLA 3.1 a continuacion.

TABLA 3.1. LOQ y LOD calculados a partir de las curvas de calibracién a distintos valores de pH.

e ] 1 ] 4+ | 6 | 74 |
LOQ (nM) 3.81 27.17 7.93 1.02
LOD (nM) 1.15 8.15 2.38 3.06

Las cuatro curvas de calibracion obtenidas nos dan coeficientes de correlacidon cercanos

a la unidad, por lo se estiman mediciones confiables para la determinacion de las

concentraciones de Dox con base en las corrientes de oxidacion.
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3.4 CONCLUSIONES PARCIALES CAPITULO IIL

Se realiz6 una ligera descripcion de la respuesta electroquimica de la Doxorubicina
Hidroclorada (Dox.). Se identific6 a la fraccion de benzoquinona como la molécula con

mayor respuesta electroactiva.

En los voltamperogramas ciclicos de la Dox se identificaron dos procesos redox, en
potenciales de -0.5 V y +0.5 V, respectivamente. Se determind que el primer proceso fue
debido a la reduccion reversible de la molécula de la quinona, mientras que el segundo se

debid a la oxidacion de la hidroquinona.

Se determinaron las condiciones para el analisis de Dox mediante voltametria de onda
cuadrada a diferentes valores de pH. Se identificaron también los picos de corriente

obtenidos mediante esa técnica.

Se realizaron las mediciones de distintas concentraciones de Dox mediante V.O.C, con
las cuales se obtuvieron curvas de calibracion a los distintos valores de pH de interés: 1, 4,
6 y 7,4. Las correspondientes ecuaciones de las rectas nos ayudaran a determinar las
concentraciones de Dox captadas y liberadas por las NPM modificadas. Dichos resultados

se presentan en el siguiente capitulo.
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CAPITULO IV: Estudio de captura y liberacion de

Doxorubicina en NPM funcionalizadas.
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Estudio de captura y liberacion de Doxorubicina en NPM funcionalizadas.

En este capitulo se presenta inicialmente una breve descripciéon de los distintos
métodos de insercion de farmacos a NP. Enseguida se abordard la insercion de
Doxorubicina (Dox) en las NPM-3TMPM (polimero ramificado), NPM-P4VP (polimero
lineal) y NPM-P4VP’ (combinaciéon de ambos polimeros). Asimismo, se presentara el
estudio de la liberacion de la Dox como farmaco modelo a tres distintos valores de pH, 4
(pH de los lisosomas en tumor), 6 (pH pared celular en tumor) y 7,4 (pH fisiologico). La
concentracion insertada y la liberada de Dox fue medida y calculada por las ecuaciones de
las curvas de calibracion y los datos obtenidos por los resultados de los voltamperogramas

de V.O.C.

4.1 INSERCION DE PRINCIPIOS ACTIVOS EN NP.

Dentro de los distintos tipos de nanoparticulas que se utilizan para el acarreamiento de
principios activos, cada una de ellas tiene su método de incorporacion especifico. La
insercion de la Dox puede ser dada principalmente por 4 distintos métodos. Como se
muestra en la FIGURA 4.1, estos métodos son: autoensamblaje (a), acoplamiento (b),

encapsulamiento (c y d) y atrapamiento (e) [57].
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FIGURA 4.1 Tipos de insercién de doxorubicina a las nanoparticulas. a) autoensamble,
b) acoplamiento, c) y d) encapsulamiento y e) atrapamiento.

Para el método de autoensamblaje, observamos en la imagen a) de la FIGURA 4.1
como se realiza la sintesis de la NP, mediante la conjugacion del polimero funcionalizado
con sulfhidrilo y la Doxorubicina (Dox), y debido a la naturaleza hidrofobica del residuo

Dox, el conjugado PPC-Hyd-DOX-DA se autoensambla en NP en solucion acuosa [58].

Para el método de acoplamiento observamos en la imagen b) de la FIGURA 4.1 la
formacion del complejo entre la Dox y la polietilenamina. Para ello, la molécula de Dox
tuvo que ser previamente enlazada a una molécula de cis-aconitilo para formar un complejo

negativo y pudiera acoplarse al polimero y formar la NP [59].

El método de encapsulamiento se presenta en la imagen c) de la FIGURA 4.1, en
donde los enlaces disulfuros provenientes de las interacciones entre las cadenas poliméricas
de la NP encapsulan a las moléculas Dox [59]. Otro ejemplo se presenta en la imagen d) de
la FIGURA 4.1, en donde las moléculas de Dox son insertadas a nanoparticulas de silice
mesoporosas y encapsuladas por el complejo entre la poliaminoamida y un interferente de

ARN corto [60].

El método de atrapamiento, observando la imagen e) de la FIGURA 4.1, se lleva a
cabo mediante la funcionalizaciéon de NPs (lantano, estroncio y 6xido de manganeso) con
copolimeros ramificados, polioxido de etileno-bloque-poli(L-lisina) y
poli(6xido de etileno—co-6xido de propileno)-bloque-poli(L-lisina), en donde la molécula

Dox sera atrapada debido a que las cadenas poliméricas son ramificadas [57].

Ahora bien, estudiando los ejemplos anteriores, nos llega el cuestionamiento de ;coémo
es que la molécula Dox puede incorporarse a nuestros tres tipos de NPs de estudio? Por las
caracteristicas de las NPs (NPM-3TMPM, NPM-P4VP y NPM-P4VP’) descartamos los
métodos de encapsulamiento y autoensamblaje. Por tal, la insercion del principio activo

solo podré realizarse mediante el atrapamiento o el acoplamiento.
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Suponiendo que existe un atrapamiento, Dox simplemente se quedara atrapado entre los
entrelazamientos que sufriran los polimeros (3-TMSPM o P4VP) al cambiar el pH. Por otro
lado, suponiendo que existe un acoplamiento, si debera inducir una interaccion entre la

estructura de la NP y la Dox.

Por consiguiente, se realizaran las pruebas de insercion de Dox a las NPs determinando
la concentracion inicial de la solucién de Dox y la concentracion final de esta mediante

estudios de VOC.

4.2 METODOLOGIA.

4.2.1 Captura de Dox.

Con base en el procedimiento presentado por Rafi, A. A. y col. [61], las NPM (NPM-
3TMPM, NPM-P4VP y NPM-P4VP’) se dispersaron mediante ultrasonicaciéon en una
solucioén tampon acida de pH 1. Luego, se afiadio Dox a la mezcla para una proporcion de
nanomaterial a firmaco de 7:1 p/p. En este caso, se mezclé 5 mg de cada una de las NPM
con 0.715 mg de Dox en una solucion de &cido clorhidrico (HCI) a pH 1. Posteriormente, la
mezcla de carga se someti6 nuevamente a ultrasonicacion durante 15 minutos y se mantuvo

bajo agitacion mecénica a temperatura ambiente durante 24 horas.

Antes de realizar la mezcla de la solucion Dox con NPM, se midio la corriente de pico
(Ip) por voltametria de onda cuadrada (VOC) a un rango de voltajes de -0.6 V a 0 V, debido
a que, a ese rango de voltajes, a pH 1, se produce la reduccidon reversible de la
benzoquinona en la molécula Dox. Cabe destacar que, como las pruebas de liberacion se
realizan a 3 pHs diferentes (4, 6 y 7,4), se realizaron 3 veces los experimentos de captura
para cada nanomaterial. Con ayuda de la ecuacion de la curva de calibracion a pH 1
obtenida en el capitulo pasado y el valor de I, medido, se logré obtener la concentracion

inicial (C;) de Dox en la solucion.
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Después de las 24 horas de mezclado, se separd el sobrenadante mediante
centrifugacion para realizar la separacion de las NPM. El sobrenadante final recolectado
fue medido nuevamente mediante VOC obteniendo la I, y con ello, nuevamente con ayuda

de la Ec. 3, adquirir el valor de la concentracion final (Cr) de Dox en la mezcla.

Finalmente, mediante la relacion C; - Cy, se encontro el valor de la concentracion de
Dox (Cu) que se insertd en cada nanomaterial. Por otro lado, con la Ecuacién 7 (Ec. 4) y la
Ecuacion 8 (Ec. 5), se obtiene la eficiencia de carga y la capacidad de carga. La eficiencia
de atrapamiento nos dice que tan buena es la insercion del activo en las NPs, y la capacidad

de carga nos dice que porcentaje de peso es de Dox., con respecto a la NPM cargada.

C
Ec.4 Eficiencia de carga = <?n> x 100

i

Cn

C

Ec.5 Capacidad de carga = ~— |x 100
5mg
4.2.2 Liberacion de Dox.

Posterior a la extraccion del sobrenadante de Dox y recuperar las NPM,
inmediatamente se les realizé dos lavados con una solucion de NaOH a un pH de 14 para
provocar el atrapamiento definitivo de la molécula Dox mediante la “gelacion” de los

polimeros provocada por la contraccion de las cadenas poliméricas en las NPM.

En seguida de los lavados, las NPM fueron mezcladas con 30 mL de una solucion
buffer de un pH especifica, buffer de citratos a un pH de 4, buffer de citratosaun pH de 6 y
buffer fosfatos a pH de 7,4. Cabe mencionar nuevamente que se eligieron estos pHs ya que
la pared celular de los tumores cancerigenos se encuentra a un pH aproximado de 6 [62],
los lisosomas en un tumor cancerigeno a un pH aproximado de 4 [63], y el pH fisioldgico

es de 7.,4.
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Inmediatamente después de realizar la mezcla Buffer-NPM, se realizé la medicion de
la corriente de pico (I;) mediante VOC, en 10 mL de la mezcla a un tiempo 10 min de
liberacion. Como se describe en el capitulo 3. Enseguida de la medicion, los 10 mL de la
solucién medida se reincorporaron a la mezcla completa. Posteriormente, la solucién buffer
con las NPM se mantuvo en agitacion mecanica continua y cada hora, por 7 horas se realizd

una medicion similar de la I, por VOC de 10 mL de la mezcla.

Con la ayuda de las ecuaciones de las curvas de calibracion a pH 4, 6 y 7.4 , se
obtuvieron los valores de las concentraciones para las distintas mediciones de muestra. Con
esos valores se realizaron graficas de perfiles de liberacion para cada nanomaterial con el

fin de discutir finalmente los resultados del comportamiento de la dosificacion de Dox.

4.3 RESULTADOS.

4.3.1 Captura de Dox en NPM-3TMPM.

En la FIGURA 4.2-a se muestra la solucion de Dox en HCI, y la imagen b) muestra la
mezcla entre Dox y las NPM-3TMPM en HCI. La soluciéon de la doxorubicina en una
solucion HCl pH 1, como ya se menciond anteriormente, tiene una tonalidad de color
anaranjado transparente. En cambio, al mezclar las NPM con la solucion y ultrasonicarla, se
puede observar que la coloracion cambia de un anaranjado transparente, a un café turbio,
color proporcionado por la dispersion de las NPM. No se muestran mas imagenes de las
soluciones de las demds NPM (NPM-P4VP y NPMP4VP’) ya que son de las mismas

caracteristicas descriptivas.
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FIGURA 4.2 a) Disolucién de Dox (0.715 mg) en HCI pH 1. b) Mezcla de Dox (0.715 mg) y NPM (0.5
mg), en HCI pH 1.

En la FIGURA 4.3 se muestra un voltamperograma obtenido mediante la técnica VOC
representativo para las pruebas de carga de Dox en las NPM-3TMPM. Se prepararon 3
muestras similares de NPM-3TMPM, y se realizo en ellas el proceso de carga mencionado.
En todos los casos la carga se determind mediante VOC. Cada una de esas muestras se

destind para las pruebas de liberacion a pH 4, 6 6 7,4, respectivamente.
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FIGURA 4.3 Voltameprograma por VOC para la carga de Dox en NPM-3TMPM a pH de 1. Linea negra
(1) corresponde a tomin y la linea roja (2) a t24noras.
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En el voltamperograma, la curva 1 de color negro representa la medicion a un tiempo
cero (to) para la mezcla de captura. En cambio, la curva 2 roja representa la medicion 24
horas después de la mezcla de captura (t24noras), €s decir, cuando termina el tiempo necesario
para cargar el medicamento. Como se verifico en el capitulo anterior, el pico de reduccion

en la Dox se encuentra en un potencial de a -0.25 V.

En la TABLA 4.1 se muestran los valores promedio de I, a to y t24 junto con los valores

promedio de las concentraciones C;, Cr, y Cq

TABLA 4.1. Valores de I, atoy t24 y las concentraciones inicial, final, y de carga de Dox
para las pruebas con NPM-3TMPM.

Ip (HA) Ci(uM) 114.01 + 6.39

71.63 +4.02 P 88.52 + 6.82
55.60 +4.29 [T )] 25.48 £ 2.97

A tomin el pico presenta en promedio una corriente de 71.631 + 4.02 pA. En las
mediciones realizadas a t24noras, 1a corriente disminuyo en promedio hasta 55.603 + 4.29 pA.
Esta considerable disminucion en la [, de tOmin a t24horas indica que hay una menor
concentracion de Dox en la solucion 24 horas después de la mezcla. Los valores de las
concentraciones son 114.01 + 6.39, 88.52 + 6.82 y 25.48 + 2.87 uM inicial, final, y de
carga respectivamente. Por lo que la insercion de Dox en las NPM se presenta durante este

periodo de tiempo.

A partir de las ecuaciones Ec. 7 y Ec. 8, se calcul¢ la eficiencia de carga y la capacidad
de carga. Los valores de eficiencia de carga para estos nanomateriales (NPM-3TPM) se
encuentran en un promedio de 22.39 + 2.74 %, y la capacidad de carga en un promedio de
448 + 0.55 gDox/gNPM. Al comparar estos resultados con distintos nanomateriales
reportados en la bibliografia para nanoparticulas recubiertas o a base de polimeros
(60 nm — 90 nm), se encontraron valores moderadamente bajos, ya que en su mayoria estos

valores suelen ser de entre 50% a 95% [64-67]. Aunque, por el tamafio de las NPM-
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3TMPM (30 nm — 35 nm), los valores de eficiencia de carga pueden considerarse

adecuados [68-69].

4.3.2 Captura de Dox en NPM-P4VP.

Para las pruebas de carga de Dox en las NPM-P4VP, en la FIGURA 4.4 se muestra un

voltamperograma representativo obtenidos mediante la técnica VOC.
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FIGURA 4.4 Voltameprograma por VOC para la carga de Dox en NPM-P4VP a pH de 1. Linea negra (1)
corresponde a tomin y la linea roja (2) a t24noras.
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Nuevamente se puede verificar que el pico se reduccion en la Dox se encuentra en un
potencial de a -0.25 V. Asimismo se muestra un decremento en la linea 2 con respecto a la

linea 1.

En la TABLA 4.2 se muestran los valores promedio de I, a to y t24 jutno con los valores

promedio de las concentraciones C;, Cr, y Cy
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TABLA 4.2. Valores de I, a to y t24 y las concentraciones inicial, final, y de carga de Dox
para las pruebas con NPM-P4VP.

Ip (nA) (o] ()M 107.42 + 28.88

67.48 +18.16 | ¢ ('L")}N 79.83 +18.98
50.14 £11.93 | ei(lL)8 27.58 £9.94

Teniendo en promedio una corriente de 67.48 + 18.16 pA a tomin Yy en promedio una

corriente de 50.14 &+ 11.93 pA a toanoras, S€ indica que hay una menor concentracion de Dox
en la solucion 24 horas después de la mezcla, obteniendo asi un valor de concentracion de

carga de 27.58 £ 9.94 Por lo que la insercién de Dox en estas NPM es notable.

Calculando los valores de eficiencia de carga para NPM-P4VP se obtiene un promedio
de 25.17 £ 2.95 %, y una capacidad de carga con promedio de 5.03 £ 0.59 gDox/gNPM,
siendo ligeramente mayores que los de NPM3TMPM. Entonces, nuevamente podemos
decir que estos valores de eficiencia son moderadamente bajos, pero por el tamafo de las
NPM-P4VP (30 nm — 35 nm), los valores de eficiencia de carga pueden considerarse

adecuados [68-69].

4.3.3 Captura de Dox en NPM-P4VP’.

En la FIGURA 4.5 se muestra un voltamperograma representativo obtenidos mediante

la técnica VOC para las pruebas de carga de Dox en las NPM-P4VP’.
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FIGURA 4.5 Voltameprograma por VOC para la carga de Dox en NPM-P4VP’ a pH de 1. Linea negra
(1) corresponde a tomin y la linea roja (2) a t24noras.
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El pico se reduccion en la Dox se encuentra nuevamente en un potencial de a -0.25 V.

Asimismo se muestra un decremento en la linea 2 con respecto a la linea 1.

Los valores promedio de I, a to y tz jutno con los valores promedio de las

concentraciones Cj, Cr, y C, se muestran en la TABLA 4.3

TABLA 4.2. Valores de Iy a toy t24 y las concentraciones inicial, final, y de carga de Dox
para las pruebas con NPM-P4VP’.

Ip (1A) ol (T 127.59 * 8.43

80.17+5.30 | (1)} | 74.24 +5.46
46.61 £3.43 P M) 53.35%4.62

Con los valores promedio de pico corriente de 80.17 + 5.30 pA a tomin y de 46.61 + 3.43

LA a tagnoras, cOmprobamos nuevamente que hay una menor concentracion de Dox en la
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solucion 24 horas después de la mezcla, obteniendo un valor de concentracion de carga de
53.35 £ 4.62. Por lo que la insercion de Dox en estas NPM es verificada nuevamente.

El valor de eficiencia de carga para NPM-P4VP’ promedio resulta ser de 41.81 + 2.08
%, y la capacidad de carga promedio es de 836 + 0.41 gDox/gNPM, siendo
considerablemente mayores con respecto a las NPM-3TMPM y NPM-P4VP como se
muestra en la FIGURA 4.6.
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FIGURA 4.6 Comparacion de eficiencias de carga entre a) NPM-3TMPM, b) NPM-P4VP y c)
NPM-P4VP’

Esto puede ser ocasionado por el aumento de espacio intersticial que provoca la
combinacion de los dos polimeros poli(propil-metacrilato-siloxano) y poli(4-vinil piridina),
generando un sinergismo entre los polimeros y su funcionalizacion en las NPM debido a
discontinuidades en el crecimiento de los polimeros, las cuales dan lugar a espacios que

pueden servir como reservorios para el fArmaco.

Entonces, teniendo en cuenta los valores Ci, Cr, y C,, asi como la eficiencia y la
capacidad de carga para los tres nanomateriales sintetizados, se demostrd su capacidad para

retener en su interior principios activos.

Aunque para las NPM-3TMPM y NPM-P4VP las eficiencias de carga son algo bajas
comparadas con las reportadas en bibliografia, los resultados son moderadamente
aceptables por el tamafio de las NPM. Para las NPM-P4VP’ encontramos un aumento en la
eficiencia de carga, pudiendo decir que, para la insercion de principios activos, estas NPM

resultan ser las mas educadas de los tres nanomateriales.
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Por otro lado, se puede considerar que la carga de la Dox se da por el atrapamiento de la
molécula Dox entre las cadenas poliméricas, ya sean ramificadas o lineales. Una ventaja de
este método es que no es necesario realizar reacciones o modificaciones previas a la
molécula de Dox para su insercion en los nanomateriales mediante el método de

atrapamiento.

4.3.4 Liberacion de Dox para NPM cargadas.
pH 4

En la FIGURA 4.6 se muestra la imagen de la mezcla de las NPM-3TPMP en el buffer
citratos de pH 4. Como podemos observar, la solucion es de un color café muy ligero lo que
provoca un poco de turbidez. No se muestran mas imagenes de las soluciones de las demads
NPM en las demas soluciones de buffer ya que son de las mismas caracteristicas
descriptivas. Es preciso enfatizar que todas las NPM en los distintos buffers se encuentran

completamente dispersas al inicio de las pruebas de dosificacion de Dox.

FIGURA 4.6 Suspension de NPM-3TMPM en Buffer Citratos a pH 4.

La FIGURA 4.7 muestra los voltamperogramas obtenidos mediante la técnica VOC
para las pruebas de liberacion de Dox a pH 4 para los tres nanomateriales, a) NPM-

3TMPM, b) NPM-P4VP y ¢c) NPM-P4VP’ respectivamente.
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Voltamogramas de liberacion de Dox a pH 4 para las NPM funcionalizadas
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FIGURA 4.7 Voltamogramas por VOC de la liberacion de Dox en la solucion de Buffer Citratos a pH 4.
a) NPM-3TMPM, b) NPM-P4VP y c) NPM-P4VP".

Como podemos observar los 3 voltamperogramas muestran la sefial de Dox a un
potencial de -0.45 V. Esto provocado por que a pH 4 a este voltaje se da la reduccion

reversible de la fraccion de benzoquinona en Dox.

También podemos observar que a un tiempo 10min, ya existe un ligero aumento en la
corriente, incrementando poco a poco mientras avanza el tiempo hasta llegar a un pico
maximo de corriente, para NPM-3TMPM a un tiempo de 3 horas, para NPM-P4VP a un
tiempo de 5 horas y para NPM-P4VP’ a un tiempo de 4 horas. A partir de estas horas, los
picos de corriente empiezan a disminuir hasta llegar a un tiempo final (TF) de 24 horas,
donde ya no la I, ya no varia. Especificamente observamos que para las NPM-3TMPM, el
pico maximo de corriente es de aproximadamente 32 pA, para NPM-P4VP es de 16 pA, y
para NPM-P4VP’ es de 16 pA también.

En la TABLA 4.10 se muestran los valores de las I, y los valores de las

concentraciones de Dox liberada por las NPM para cada prueba calculados.
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TABLA 4.10. Valores de Ip y de concentracion de la molécula de Dox liberada en la solucion Buffer
Citratos a pH 4 para las NPM funcionalizadas a distintas mediciones de tiempos.

T(h) NPM-P4VP NPM-P4VP'

3.786 40.83 3.76 40.49 1.53 11.19
1 5.912 68.76 4.717 53.06 1.63 12.50
6.836 80.90 9.264 112.80 4.459 49.67

31.78 408.60 13.808 172.49 8.847 107.32

17.292 218.26 14.74 184.74 16.043 201.86

11.99 148.61 15.963 200.80 12.803 159.29

7.627 91.29 8.979 109.05 7.14 84.89

7.105 84.43 7.607 91.03 4.897 55.42

5.975 69.59 6.164 72.07 3.141 32.35

Con base en esto se comprueba que para los tres nanomateriales existe un incremento
en la concentraciéon de farmaco evidenciando asi su liberacion desde el contacto con la

solucion a pH 4.

En la FIGURA 4.8 se presenta la grafica de la concentracion de Dox liberada a pH 4

con respecto al tiempo, comparando los 3 nanomateriales.
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FIGURA 4.8 Liberacion de Dox a pH 4 de 10 minutos a 24 horas para m NPM-3TMPM, eNPM-P4VP y
A NPM-P4VP’.

Se observa que después de 3 horas, en las NPM-3TMPM se alcanza la concentracion
maxima liberada de Dox (408 nM). A partir de 3 horas en adelante, la concentracion de
Dox baja gradualmente hasta 84 nM a las 7 horas y a 70 nM 24 horas después de iniciada la
liberacion. Esto puede ser provocado por un proceso de reatrapamiento, degradacion del

Dox, o aglomeracion de las NPM-3TMPM.

Para las NPM-P4VP y NPM-P4VP’ encontramos el mismo comportamiento de
aumento de concentracion de Dox y a cierto tiempo un decremento. Ambas NPM logran
tener una liberacion maxima de 201 nM, solo que para NPM-P4VP se da a un tiempo de 5
horas y para NPM-P4VP’ se da a 4 horas. 24 horas de empezada la reaccion de
liberacion, las NPM-P4VP tuvo una concentracion final de 72 nM y las NPM-P4VP’ de 32
nM.

Por otro lado, se hace notar que, 24 horas después de iniciada la prueba de liberacion,
las NPM modificadas con los diversos polimeros se encontraron aglomeradas y

precipitadas (Figura 4.9).

FIGURA 4.9 Mezcla de NPM-3TMPM en solucion Buffer de Citratos pH 4 posterior a 24 horas de

prueba de dosificacion de Dox.

Por lo tanto, se demostro la capacidad de los 3 materiales para liberar una concentracion

maxima de principio activo a pH de 4 en un tiempo determinado.
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pH 6.

En la FIGURA 4.10 se muestran los voltamperogramas obtenidos para las pruebas de
liberacion de Dox a pH 6 para los tres nanomateriales, a) NPM-3TMPM, b) NPM-P4VP y
c) NPM-P4VP’ respectivamente.

Voltamogramas de liberacion de Dox a pH 6 para las NPM funcionalizadas
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FIGURA 4.10 Voltamogramas por VOC de la liberacion de Dox en la solucion de Buffer Citratos a pH 4.
a) NPM-3TMPM, b) NPM-P4VPy c) NPM-P4VP".

Los 3 voltamperogramas muestran sus sefiales a un potencial de -0.55 V. Como ya se
comprobo en el capitulo anterior, a un pH de 6, a este voltaje se da la reduccion reversible

de la benzoquinona en Dox.

Podemos observar que existe también un ligero aumento en la corriente a un tiempo 10
min, teniendo un incremento continuo hasta llegar a un pico maximo de corriente a cierto
tiempo especifico. Para NPM-3TMPM a un tiempo de 4 horas, para NPM-P4VP a un
tiempo de 2 horas y para NPM-P4VP’ a un tiempo de 4 horas. Después de haber alcanzado
esos tiempos, los picos de corriente empiezan a disminuir hasta llegar a un valor constante

en un tiempo final (TF) de 24 horas, donde ya no existe variacion de I,. Comparando con la
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liberacion a pH 4, el comportamiento es muy similar salvo la altura maxima de picos de
corriente, donde es mayor para todas las NPM a pH 4 que a pH 6.
En la TABLA 4.11 se muestran los valores de las I, y los valores de las

concentraciones de Dox liberada por las NPM para cada prueba.

TABLA 4.11. Valores de Ip y de concentracion de la molécula de Dox liberada en la solucion Buffer
Citratos a pH 6 para las NPM funcionalizadas a distintas mediciones de tiempos.

1.223 2.61 7.83 89.28 1.151 2.24
2 6.63 9.532 109.32 1.176 2.37
2.964 11.61 10.7 124.12 2.371 8.55
9.14 43.54 7.04 79.98 4.845 21.34
10.19 48.97 3.07 33.26 10.294 49.51
8.571 40.6 2.14 22.31 7.904 37.16
3.312 13.41 2.631 28.09 4.11 17.54
2.95 11.54 2.53 26.9 3.924 16.58
1.483 3.96 4.152 45.99 2.969 11.64

Nuevamente podemos comprobar que para los tres nanomateriales se presenta cierto
incremento en la concentracién de farmaco indicando su liberacion desde el contacto de las

NPM con la solucioén a pH 6 aunque en menor medida que a pH 4.

En la FIGURA 4.11 se presenta la grafica de la concentracion de Dox liberada a pH 6

con respecto al tiempo, comparando los 3 nanomateriales.
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FIGURA 4.11 Liberacion de Dox a pH 6 de 10 minutos a 24 horas para m NPM-3TMPM, eNPM-P4VP y
A NPM-P4VP’.

4 horas después de iniciada la liberacion, las NPM-3TMPM alcanzan la medicién mas
alta de concentracion de 49 nM de Dox. De este tiempo en adelante, la concentracion de

Dox baja hasta 11.5 nM a las 7 horas y a 4 nM 24 horas después de iniciada la liberacion.

Especificamente, para las NPM-P4VP encontramos el mismo comportamiento de
aumento de concentracion de Dox y a cierto tiempo un decremento solo que a una
velocidad mayor comparado a pH 4 ya que, a este pH, se encuentra la méxima liberacion a
pH 6 se encuentra a 2 horas, pero con menor concentracion de Dox. Esto fue debido a que

se decidio realizar una sonicacion de esta muestra antes de realizar la medicidn.

Las NPM-P4VP’ siguen el mismo comportamiento teniendo una liberacion maxima de
50 nM, a un tiempo de 4 horas y una concentracion final de 11 nM, muy similar a las

NPM-3TMPM.

De cualquier forma, se comprueba que los 3 nanomateriales si tiene la capacidad de
liberar la Dox a un pH de 6, pero en menor medida en comparacion a un pH de 4, hasta que

surge o un reatrapamiento o la degradacién de Dox.

pH 7,4.
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La FIGURA 4.12 muestra los voltamperogramas obtenidos para las pruebas de
liberacion de Dox a pH 7 para, a) NPM-3TMPM, b) NPM-P4VP y c) NPM-P4VP’

respectivamente.

Voltamogramas de liberacion de Dox a pH 7 para las NPM funcionalizadas
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FIGURA 4.12 Voltamogramas por VOC de la liberacion de Dox en la solucion de Buffer Fosfatos a pH
7,4. a) NPM-3TMPM, b) NPM-P4VPy c) NPM-P4VP’.

Para las pruebas en las NPM-3TMPM y NPMP4VP’ no se encuentra la sefial de Dox.

En contraste, para las NPM-P4VP si muestra picos de corriente a un potencial de -0.64 V.

Asi entonces, se puede inferir que solo para NPM-P4VP existe una liberacion de Dox.
Continuando con la misma tendencia de liberacion para las pruebas pasadas, notamos un
ligero aumento a un tiempo 10 min, nuevamente llegando a un poco maximo de corriente a
un tiempo de 4 horas (T4). Posterior a este tiempo, existe la disminucién de concentracion

de Dox hasta llegar a un tiempo final (TF) de 24 horas

En la TABLA 4.12 se muestran los valores de las I, y los valores de las

concentraciones de Dox liberada por las NPM para cada prueba a pH 7,4.

77



TABLA 4.11. Valores de Ip y de concentracion de la molécula de Dox liberada en la solucion Buffer
Fosfatos a pH 7,4 para las NPM funcionalizadas a distintas mediciones de tiempos.

0.23 0 1.38 3.43 0.15 0
0.14 0 2.42 8.80 0.2 0
B on 0 6.093 27.79 0.2 0
P on 0 6.473 29.76 0.22 0
B on 0 11.913 57.88 0.17 0
[ 5 T 0 5.292 23.65 0.22 0
B o6 0 5.223 23.30 0.17 0
0.22 0 4.319 18.62 0.18 0
B o 0 2.933 11.46 0.19 0

En la FIGURA 4.13 se presenta la grafica de la concentracion de Dox liberada a pH 7,4

con respecto al tiempo, comparando los 3 nanomateriales.
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FIGURA 4.13 Liberacion de Dox a pH 7,4 de 10 minutos a 24 horas para w NPM-3TMPM, eNPM-P4VP y
A NPM-P4VP’.
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Con ayuda de la ecuaciéon de la curva de calibracion se logrd obtener los valores de
concentracion para estas corrientes especificamente para las NPM-3TMPM y NPM-P4VP’.
Estos valores de concentracion resultaban tener valores muy cercanos a 0, como, por
ejemplo, en NPM-3TMPM, para las 3 horas, contdbamos con un I, de 0.21 pA. Al obtener
la concentracion resultdé ser de un valor de -0.4 nM, por lo que inferimos un valor

establecido de 0 nM.

Ahora, especificamente, para las NPM-P4VP volvemos a encontrarnos con el mismo
comportamiento de aumento de concentraciéon de Dox hasta el tiempo de 4 horas (T4)
donde se llega a una concentracion maxima de 58 nM. De ese tiempo en adelante, existe
una reduccion de la concentracion hasta llegar a 11 nM en 24 horas. Esto nos indica que

para estas NPM si existe una liberacion de Dox a pH de 7,4.

4.3.7 Perfiles de liberacion de Dox para NPM a los distintos pHs.

Con los resultados obtenidos anteriormente, en la FIGURA 4.14, se comparan los

perfiles de liberacion para los diferentes nanomateriales en los pHs correspondientes

(4,6y74).
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FIGURA 4.14 Perfiles de liberacion de Dox a pH 7,4 (m), pH 6 (o) y pH ( A) para a) NPM-3TMPM,
b) NPM-P4VPy c) NPM-P4VP".

En el perfil de liberacion de NPM-3TMPM (FIGURA 4.11-a se puede comprobar que
aun pH de 7,4 (pH fisiologico) en un transcurso de 24 horas no se lleva a cabo la liberacion
de Dox. Comparando la liberacion del principio activo en medios mas acidos, tanto a un pH
6 como un pH 4, en ambos existe la liberacion de Dox, siendo a un pH de 4 el medio donde
se libera mayor cantidad del farmaco llegando a un méximo de 408 nM por cada Smg de
NPM. Por lo tanto, las NPM-3TMPM, tiene la capacidad de liberar un maximo de
moléculas del farmaco hasta cierto tiempo en suspensiones con pH acidos. En cambio, en

suspensiones con pH neutros, no existe la liberacion del principio activo.

En el perfil de liberacion para NPM-P4VP, encontramos que a un pH de 7.4 (pH
fisiologico) si existe una ligera concentracion en la liberacion de Dox a comparacion de la
liberacion a pHs acidos. Comparando la liberacioén del principio activo, tanto a un pH 6,
como un pH 4, en ambos existe la liberacion de Dox, siendo a un pH de 4, el medio donde
se libera mayor cantidad del farmaco llegando a un maximo de 200 nM. Aunque, por otro

lado, a partir de cierto tiempo, comienza disminuir la concentracion del farmaco debido al
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reatrapamiento de este. Entonces, el nanomaterial NPM-P4VP si tiene la capacidad de
liberar un maximo de moléculas dentro de €l hasta cierto tiempo, tanto para medios de pH
neutro, como en medios acidos, pero a tiempos mayores, se presenta un re-atrapamiento de

Dox.

Por su parte, en el perfil de liberacion de farmaco para las NPM-P4VP’, se puede
comparar como a un pH de 7,4 (pH fisiologico) en un transcurso de 24 horas tampoco se
logra propiciar la liberacion de Dox a diferencia de los otros dos medios acidos. Por otro
lado, comparando la dosificacion del principio activo, tanto a un pH 6, como un pH 4, en
ambos existe la liberacion de Dox, siendo a un pH de 4, el medio donde se libera mayor
cantidad del farmaco como para las NPM-3TMPM, solo que ahora llegando a un maximo
de 201 nM. Igualmente, para ambos pHs 4cidos, a partir de cierto tiempo la concentracion
de Dox comienza disminuir hasta llegar a un valor constante después de 24 horas. Por lo
tanto, las NPM-P4VP’ si tiene la capacidad de comenzar a liberar un maximo de moléculas
dentro de ¢l hasta cierto tiempo mediante un cambio de pH neutro, donde no existe
liberacion, a pH acido, pero a tiempos mayores, se presenta un reatrapamiento o una

degradadacion de Dox.

4.4 CONCLUSIONES PARCIALES CAPITULO IV.

Se determin6 que los 3 nanomateriales resultaron ser capaces de capturar el principio
activo Dox en ellos, teniendo eficiencias de carga de 22.39 +2.74, 25.17 £2.95 y 41.81 +
2.08 % para las NPM-3TMPM, NPM-P4VP y NPM-P4VP’ respectivamente, siendo las
ultimas las que tuvieron mayor capacidad de captura. Por otro lado, se demostr6 que la
carga de la Dox se da por el atrapamiento de la molécula Dox entre las cadenas
poliméricas. Una ventaja de este método es que no es necesario realizar reacciones o
modificaciones previas a la molécula de Dox para su insercién en los nanomateriales

mediante el método de atrapamiento.

Para las pruebas de liberacion se demostrd que a pHs acidos, los 3 nanomateriales

fueron capaces de liberar cierta cantidad de farmaco, teniendo un méaximo de liberacion a

81



cierto tiempo y posteriormente, presentando un reatrapamiento. Se presentd una mayor
liberacion a un pH de 4, siendo las NPM-3TMPM la que tuvo mayor liberacién con una
concentracion de 408 nM. Por otro lado, a un pH fisiologico (7,4) las NPM-3TMPM vy
NPM-P4VP’ no presentaron liberaciéon de Dox en el plazo de tiempo medido, a diferencia

de las NPM-P4VP que si presentan una ligera liberacion yun reatrapamiento posterior.

Por lo tanto, en base a los resultados de atrapamiento y liberacion de Dox controlada
por pHs, podemos determinar que las mejores NPM funcionalizadas son las

NPM-3TMPM.
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CONCLUSIONES GENERALES.
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Se prepararon materiales magnéticos recubiertos con 3 diferentes polimeros sensibles al

pH: NPM-3TMPM (lineal), NPM-P4VP (ramificado), y NPM-P4VP’ (mixto).

Mediante la caracterizacion por STEM y SEM se demostrd que los 3 nanomateriales
muestran morfologia esférica con tamafios de nanoparticula entre 30 y 35 nm. Con la
técnica de DLS se midieron los tamanos hidrodindmicos de las nanoparticulas
funcionalizadas, teniendo como resultados valores de 330 nm para NPM-3TMPM y de 396
nm para NPM-P4VP y NPM-P4VP’. Ademas, se observaron variaciones en los valores de

potencial & después de incorporar los diversos polimeros.

Mediante espectroscopia infrarroja se demostro la funcionalizacion de las NPM con los
polimeros indicados, identificando los grupos funcionales correspondientes: enlace C=0 a
1712 em™ del poli(metoxisilil metacrilato) para NPM-3TMPM, 1620 cm™! atribuida a la
piridina para NPM-P4VP, y ambas sefiales para NPM-P4VP’.

Mediante V.C. y V.O.C se realiz6 la caracterizacion de la Doxorubicina, observando
las senales electroquimicas correspondientes los procesos redox de las fracciones quinona e

hidroquinona presentes en este farmaco modelo.

Se optimizaron los pardmetros para la cuantificacion de Dox a distintos valores de pH
relevantes: 1, 4, 6 y 7,4, obteniendo curvas de calibraciéon que fueron posteriormente
utilizadas durante las pruebas de atrapamiento y liberacion del farmaco por los

nanomateriales.
Los 3 tipos de NPM mostraron la capacidad de atrapamiento del firmaco con aceptable
eficiencia de carga, siendo las NPM funcionalizadas con el polimero mixto (P4VP’) con la

mejor capacidad acarreadora de Doxorubicina a un 41.81 + 2.08 %.

Las NPM funcionalizadas con los 3 diferentes tipos de polimeros fueron capaces de

liberar el farmaco en suspensiones con valores de pH ligeramente acidos, logrando a pH 4
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(pH lisosomal en células cancerosas) una mayor concentracion de Dox. Tanto NPM-

3TMPM como NPM-P4VP’ retuvieron el farmaco adecuadamente a pH fisiologico (7,4).

Gracias a sus propiedades quimicas y estructurales, asi como a la capacidad de carga y
liberacion de farmacos como la doxorrubicina, las nanoparticulas magnéticas
funcionalizadas con polimeros inteligentes sensibles al pH preparadas en este trabajo son

atractivas por su potencial aplicacion en el tratamiento alternativo de cancer.
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