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RESUMEN

En los ultimos afios, la encapsulacion de farmacos en nanoparticulas poliméricas
ha sido una alternativa que se ha estudiado intensamente para solventar la baja
efectividad y dafios colaterales que puede provocar su administracion
convencional. En particular, los polimeros capaces de reaccionar
reversiblemente ante estimulos han sido de gran interés para aplicaciones en el
area biomédica. Justamente, el copolimero termosensible quitosana-g-poli (N-
vinil caprolactama) (Cs-g-PVCL) es un candidato para este tipo de aplicaciones,
ya que en diversos reportes se ha manifestado su biocompatibilidad y no-
toxicidad. Una de las principales caracteristicas de este material es su solubilidad
en agua a pH neutro, ademas de que sus propiedades termosensibles dependen

de su arquitectura molecular.

El objetivo de este trabajo fue preparar nanoparticulas a partir del copolimero
quitosana-g-poli(N-vinil  caprolactama), analizando sus condiciones de
preparacion y la influencia de la arquitectura molecular en sus propiedades
termosensibles, asi como evaluar su capacidad para encapsular farmacos
antitumorales. Con lo cual, se encontré que la formacion de nanoparticulas a
partir de Cs-g-PVCL depende fuertemente de la concentracion de tripolifosfato
de sodio y copolimero utilizadas. Ademas, la respuesta termosensible de las NP
fue dependiente de la longitud de cadena de PVCL injertada. En general, se
obtuvieron nanoparticulas pseudo-esféricas con diametro hidrodinamico
alrededor de 150 nm y potencial-¢ de +35 mV; la eficiencia de encapsulacion de
doxorrubicina fue en torno a 83%, y la capacidad de carga aproximada de 10%.
Estas NP mostraron propiedades ventajosas para la aplicacion potencial como

sistemas de liberacién controlada de farmacos antitumorales.



I. INTRODUCCION

En las ultimas décadas, la investigacion relacionada con materiales inteligentes
ha tenido un notable interés en diversas areas de aplicacién como biotecnologia,
textiles, alimentos, biomedicina entre otras. Estos materiales tienen la capacidad
de responder de manera reversible ante algun estimulo externo como la
temperatura, pH, campo eléctrico, campo magnético, fuerza idnica, entre otros
(Aguilar and San Roman, 2014).

En el area biomédica, por ejemplo, son de interés los materiales que pueden
responder a estimulos de temperatura y pH en rangos fisioldgicos, y que pueden
ser una alternativa para la administracion controlada de farmacos, la ingenieria
de tejidos y otras aplicaciones en los campos biomédicos. Como se sabe, los
tratamientos convencionales contra el cancer carecen de especificidad hacia
células tumorales malignas, con lo cual reducen su eficacia y ademéas pueden
producir efectos colaterales en células normales. Por esta razén, en los ultimos
afos, la encapsulacion de farmacos es una alternativa que se ha estudiado
intensamente para solventar esta problematica. Numerosos sistemas de tamafio
nanometrico que involucran la encapsulaciéon de farmacos han sido evaluados
como potenciales vehiculos de liberacion controlada y dirigida de moléculas
bioactivas (Fitzpatrick et al., 2012).

En este sentido, algunos polimeros sintéticos y naturales han sido explorados
como potenciales sistemas acarreadores de farmacos antitumorales. El interés
de las nanoparticulas poliméricas como acarreadores de moléculas bioactivas,
radica en la capacidad de cruzar las barreras biolégicas y de proteger los

farmacos ante estimulos externos.

Uno de los biopolimeros que han estudiado mayormente es la quitosana, debido
a que presenta propiedades biocompatibles, biodegradables y no toxicas con el

1



organismo. Este polimero natural es susceptible a ser modificado quimicamente
y con lo cual desarrollar nuevos materiales o mejorar las propiedades de este. La
quitosana cuenta con dos grupos capaces de cumplir con dicha labor, posee
grupos hidroxilo primarios (C6) y secundarios (C3) y un grupo amino (C2)

obtenido a partir del proceso de desacetilacion (Peniche et al., 2003).

A menudo, se ha buscado la manera de combinar los polimeros naturales con
polimeros sintéticos, para mejorar y/o combinar las propiedades de ambos y
tener mayor aplicabilidad. En relacion con el area biomédica, los polimeros
termosensibles han despertado gran interés debido a su capacidad de responder
de manera reversible a variaciones en la temperatura en rango fisiolégico,

produciendo una separacion de fase en solucion acuosa.

En este sentido, la poli(N-vinil caprolactama) (PVCL) es un polimero
termosensible que se presenta como un gran candidato para ser aplicado en el
area biomédica, esto debido a su biocompatibilidad. Lo caracteristico de este
material es el momento en el que ocurre el cambio de fase en solucién acuosa,
donde se puede apreciar alrededor de los 37 °C, la cual es una temperatura
cercana a las condiciones fisioldgicas. Dicha temperatura de transicion puede ser
modificada, alterando la longitud de cadena y la concentracion de la solucion, y
de esta forma buscar obtener materiales para diferentes aplicaciones (Cortez-

Lemus and Licea-Claverie, 2016; Medeiros et al., 2010).

Recientemente, el copolimero quitosana-graft-PVCL (Cs-g-PVCL) ha tenido gran
impacto en el area biomédica debido a su sensibilidad a pH, fuerza ionica y
temperatura, y a no ser toxico en rango de concentracién considerable. Este
copolimero es soluble en agua por debajo de su temperatura inferior de solucién
critica (LCST), la cual es dependiente de la arquitectura molecular del material y
se encuentra entre 37-46 °C (Fernandez-Quiroz et al., 2015, 2015).



Precisamente, se ha reportado la preparacién de nanoparticulas a partir de este
copolimero termosensible, en los cuales se ha evidenciado su capacidad para
aplicaciones de acarreamiento de diversos farmacos antitumorales (Rejinold et
al., 2016, 2014; Sanoj Rejinold et al., 2015). Sin embargo, aun no se ha reportado
el efecto que tiene la arquitectura molecular del copolimero en las propiedades

termosensibles y fisicoquimicas de sus nanoparticulas.

Con este fin, el presente trabajo comprende el desarrollo de un protocolo para la
obtencion de nanoparticulas a partir del copolimero Cs-g-PVCL, variando las
condiciones de preparacion y analizando su efecto en las propiedades de las
nanoparticulas. Asi mismo, se desea conocer la influencia de la longitud de la
cadena de PVCL injertada en las propiedades termosensibles y fisicoquimicas de

las nanoparticulas.

I.1. Hipbtesis

Las nanoparticulas obtenidas a partir del copolimero Cs-g-PVCL exhibiran
propiedades termosensibles dependientes de la longitud de cadena de PVCL
injertada, cuya temperatura de transicion de fase se encontrara en el rango
fisiolégico. Asi mismo, el presente estudio va a permitir determinar el rango de
preparaciéon idoneo de las nanoparticulas para su potencial aplicacion como

sistema de encapsulacién de farmacos.

[.2. Objetivo General

Obtener nanoparticulas a partir del copolimero quitosana-graft-poli(N-vinil
caprolactama), analizando sus condiciones de preparacién y la influencia de la
arquitectura molecular en sus propiedades termosensibles, y evaluar su

capacidad para encapsular farmacos antitumorales.



[.3. Objetivos Especificos

o Sintetizar y caracterizar el copolimero termosensible quitosana-g-PVCL
de acuerdo con metodologia establecida.

o Establecer las condiciones idoneas para la formacidén de nanoparticulas
termosensibles a partir del copolimero Cs-g-PVCL, y caracterizar sus
propiedades fisicoquimicas y termosensibles.

o Evaluar la capacidad de encapsulacion de las nanoparticulas, utilizando

doxorrubicina como farmaco modelo.



. ANTECEDENTES

I1.1. Materiales Poliméricos

Los polimeros son macromoléculas conformadas por un gran numero de
especies moleculares denominadas monomeros, las cuales estan unidas por
medio de enlaces quimicos de tipo covalente. Se pueden clasificar segun su
origen, en naturales o sintéticos, los cuales se describen a continuacion (Bahadur
and Sastry, N.V., 2006).

11.1.1. Polimeros Naturales

A través del proceso de evolucion los organismos vivos han utilizado los
polimeros naturales para muchas aplicaciones como una superficie de
protecciéon, membranas, almacenamiento de energia, sistema esquelético, y para
muchos motivos mas. Estas macromoléculas son producidas a partir de sintesis
biolégicas, y pueden clasificarse de manera general en polisacaridos, proteinas,

acidos nucleicos y poliisoprenos (Bahadur & Sastry, 2005).

En este sentido, los polisacaridos cumplen con diversas funciones en los
organismos Vvivos, Como reservas energéticas y estructurales, entre otro tipo de
funciones mas especializadas. Estos biopolimeros estan conformados por la
unién de una gran cantidad de monosacéaridos, a partir de enlaces glucosidicos.
A diferencia de otros polimeros naturales, los polisacaridos tienen peso molecular
y polidispersion de cadenas moleculares variable. En la actualidad, son usuales
en industrias de fibras, textiles, biomédico, cosmético y farmacéutico. Estos
materiales cuentan con propiedades biolégicas de interés para estas areas, y
ademas tiene la capacidad de formar hidrogeles, micro y nanoparticulas, lo cual
es atractivo para la ingenieria y disefio de nuevos materiales empleados en

ciencias de la salud (Goycoolea, Remufién-Lopez, & Alonso, 2009).



Uno de los polimeros naturales mas abundante en el planeta es la quitina la cual
brinda soporte estructural y cuenta con la capacidad de proteger a los organismos
que lo contienen. Este polisacarido se somete a un proceso de desacetilacién
para eliminar sus grupos acetilo (C=0-CHzs) y dar lugar a la formacion de grupos
reactivos aminos (NHz), y de esta manera obtener quitosana (Peniche et al.,
2008, p. 25; Rinaudo, 2006).

11.1.2. Polimeros Sintéticos

De acuerdo con la definicibn sugerida por Carothers (1929), los polimeros
pueden clasificarse de acuerdo con su composicion 0 estructura como
poliadicionados o policondensados. Los primeros se refieren a aquellos
polimeros cuya composicion quimica tiene la misma composicién quimica que el
monomero de partida; en el caso de los policondensados, la composicién quimica
de la unidad repetida carece de algunos atomos que estan presentes en la unidad
monomérica (Galego Fernandez et al., 1987). Por su parte, existen dos
principales mecanismos de polimerizacién: en cadena y por pasos. La
polimerizacién en cadena es tipica de los poliadicionados, mientras que los

policondensados siguen reacciones que proceden por pasos discretos (Figura 1).

Para este trabajo, es de interés la polimerizacion por radicales libres en cadena,
la cual consiste en tres etapas: iniciacion, propagacion y terminacion (Tabla I). La
etapa de iniciacion comprende la generacion de especies reactivas o radicales,
a partir de la ruptura homolitica de un enlace quimico o por transferencia de
electrones. Estas especies reactivas (radicales libres) reaccionan con la molécula
monomeérica por apertura del enlace-1r para formar un nuevo radical (monémero
activado), lo que da pie a al crecimiento de la cadena polimérica. La terminacién
de esta reaccion en cadena sucede por destruccion del centro reactivo, lo cual

puede ocurrir por acoplamiento o desproporcion.
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FIGURA 1. Esquema de la trayectoria del proceso de polimerizacion para (a)

policondensacion, y (b) poliadicién. Fuente: (Galego Fernandez et al., 1987).

La polimerizacién radicélica puede llevarse a cabo en condiciones homogéneas
(en masa y en solucion) o heterogéneas (suspension y emulsién). Para el
desarrollo de este trabajo, es de interés el proceso de polimerizacién en

disolucion, el cual favorece la transferencia de calor homogénea en la reaccion.

Como desventajas del proceso de polimerizacion en solucién, se tiene la posible
transferencia de cadena del solvente y la remocion posterior del solvente para
poder obtener un material puro. La velocidad con la que ocurre la reaccién se
vera afectada por la concentracibn de mondmero agregada. De igual forma
variando la concentracion del mondémero en la disolucion y la relacion
monomero/iniciador es posible modificar y controlar en el peso molecular
promedio y la polidispersidad del producto final. De manera general, cuanto
mayor es la concentracion de mondémero y menor es la concentracion de
iniciador, las cadenas del polimero obtenido seran mas largas, y viceversa
(Odian, 2004).



TABLA |. Etapas de polimerizacion por radicales libres en cadena.?

Etapa Caracteristicas Ecuaciones generales

o Un iniciador  se divide
homoliticamente

o ElI par electrénico de un lﬂZR-
monémero vinilico de doble

. R,; = I
enlace C-C es susceptible a ser a = kall]
Iniciacion atacado facilmente por un
radical libre. K;
. L, R-+M - RM-
o La velocidad de iniciacion M=
controla la velocidad del Ry =2k;- -]

proceso de polimerizacion de
radicales libres.

o Es una reaccion bimolecular K,
producida por la adicién RM:+M — RMM -
sucesiva de mondmeros al R, = ky[R — M ][M]
nuevo radical libre.

o La reaccibn en cadena
comienza a detenerse, debido
a la inestabilidad de los

Terminacion radicales que han dejado de
seguir produciendo radicales
libres. R,. = 2k,.[M - —R]?

o Dos cadenas en crecimiento se
acoplan, estableciendo un
nuevo enlace quimico que unira
las respectivas cadenas.

aFuente: Fernandez Quiroz D, 2009.

Propagacion

Kec
RM - + - MR -5 RMMR

(transferencia

de cadena)

[I.2. Copolimeros

Un copolimero es una macromolécula que contiene dos o mas unidades
monomeéricas de distinta identidad quimica. De acuerdo con el arreglo estructural
qgue presentan, los copolimeros se clasifican en aleatorios, alternados, por

blogues y de injerto (Figura 2).



FIGURA 2. Arreglo estructural de los copolimeros (a) aleatorio; (b) alternado; (c)

en bloque; y (d) de injerto.

Se le considera alternante cuando en la estructura del material los monémeros
se intercalan uno después del otro para formar las cadenas. Un copolimero
aleatorio tiene sus unidades monomericas distribuidas al azar, es decir, sin orden
especifico a lo largo de la cadena. Por su parte, el copolimero en bloque es un
copolimero lineal con una o mas secuencias largas ininterrumpidas de cada
especie polimérica; mientras que el copolimero de injerto es una macromolécula
ramificada con una cadena principal de un monémero al que estan unidas una o

mas cadenas laterales de otro monomero (Odian, 2004).

[1.3. Polimeros Inteligentes

Los polimeros inteligentes son aquellos que tienen la habilidad de responder
reversiblemente ante cambios ligeros en el ambiente a su alrededor. Estimulos
como la temperatura, pH, fuerza idnica, campos eléctricos o magnéticos y el
estrés mecanico, pueden afectar el nivel de varias fuentes de energia y, por tanto,
alterar las interacciones moleculares en puntos criticos de inicio. Los cambios se

manifiestan de una o varias maneras, ya sea en su morfologia, caracteristicas de
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su superficie, solubilidad, balance hidrofilico/hidrofdbico, entre otras (Aguilar and
San Roman, 2014; Kumar et al., 2007; Talelli et al., 2014).

I1.4. Polimeros Termosensibles

Estos polimeros inteligentes responden reversiblemente ante estimulos de
temperatura, y pueden clasificarse como i) memoria de forma, i) materiales
cristalinos liquidos, vy iii) soluciones poliméricas sensibles. En particular, estos
altimos son de interés en aplicaciones biomédicas, ya que pueden utilizarse en
la encapsulacion/liberaciéon de farmacos. Estos polimeros experimentan una
transicion de fase reversible, en el estado de hidratacion de sus cadenas, como
consecuencia de cambio de temperatura. Estos materiales pueden presentar una
temperatura de solucion critica baja (LCST), en la que la contribucion de entalpia
del agua unida por hidroégeno a la cadena del polimero es inferior a la ganancia
entrépica del sistema como un todo y depende en gran medida de la capacidad
de unién de hidrégeno de las unidades monoméricas constituyentes. La LCST de
un polimero se puede modificar, mediante la variacion del co-mondmero
hidrofobo o hidréfilo (Hoogenboom, 2014; Kumar et al., 2007).

[1.5. Poli(N-vinil caprolactama)

La poli(N-vinil caprolactama) (PVCL) es un polimero termosensible que se
presenta como un gran candidato para ser aplicado en el area biomédica, esto
debido a su biocompatibilidad (Figura 3a). La PVCL es un polimero soluble en
agua termosensible y biocompatible. Este polimero cuenta con una LCST entre
32y 40 °C, la cual depende fuertemente del peso molecular y la concentracion.
En las proximidades de la transicion, las macromoléculas de PVCL pueden
adoptar una conformacion especifica mas o menos densa que implica nucleos
micelares hidrofobicos. Estas propiedades resultan atractivas para aplicaciones
biomédicas y ambientales (Cortez-Lemus and Licea-Claverie, 2016).
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FIGURA 3. Estructura quimica de (a) poli(N-vinil caprolactama); y (b) quitosana.

[1.6. Quitosana

La quitosana (Cs) es un amino-polisacérido lineal que se obtiene por la
desacetilacion de la quitina. Se compone principalmente de dos estructuras
unitarias: 2-amino-2-desoxi-D-glucosa y N-acetil-2-amino-2-desoxi-D-glucosa
unidos por el enlace B (1—4) (Figura 3b). Su biodegradabilidad, biocompatibilidad
y bajo nivel de toxicidad hacen de la quitosana un material interesante para
aplicaciones biomédicas. La quitosana puede ser quimicamente modificada por
medio de su grupo amino que se encuentra en el C2 o por sus grupos hidroxilos
primario en el C6 y secundario en el C3, y de esta manera obtener estructuras
moleculares para diferentes aplicaciones (Peniche et al.,, 2008). Entre las
modificaciones tipicas de este biopolimero se encuentran la N-acilacién, O-

acilacion, N-ftaloilacién, tosilacion y reacciones de injerto.
[I.7. Copolimero Quitosana-graft-poli(N-vinil caprolactama)

La conjugacion de quitosana con PVCL (Cs-g-PVCL) se realizé por primera vez
en 2008 (Prabaharan et al., 2008) a partir del método graft onto. El proceso
involucra dos pasos: i) la polimerizacion de N-vinilcaprolactama con terminacion
carboxilo; y ii) el injerto de la PVCL-COOH en la cadena de quitosana. Cs-g-PVCL
(Figura 4) se obtiene a partir de la amidacion entre los grupos terminales carboxilo

de la PVCL, y los grupos aminos libres de la fraccion desacetilada de la Cs. En
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articulos pioneros la reaccion se llevé a cabo con acido acético como disolvente
y el sistema EDC/NHS como agentes activadores de los grupos terminales -
COOH (Prabaharan et al., 2008; Rejinold et al., 2016, 2014, 2011).

Estudios posteriores demostraron que el uso de &cidos inorganicos como
disolventes en esta reaccion de injerto, favorecen el desarrollo de la reaccion,
evitando que el grupo -COOH del 4cido acético compita con los grupos terminales
de la PVCL al momento de la ocurrencia de la reaccion de amidacion (Fernandez-
Quiroz et al., 2015). Por otro lado, el uso de DMTMM como agente activador,
favorece el rendimiento en estas reacciones ya que funciona activamente en un
amplio rango de pH (D’Este et al., 2014; Farkas$ et al., 2013).

%%

(j/
FIGURA 4. Estructura quimica del copolimero Cs-g-poli(N-vinil caprolactama)

Ferndndez y col (2015) reportaron la dependencia de las propiedades
termosensibles de este copolimero con respecto a su arquitectura molecular. En
este trabajo se observd que al incrementar la longitud de la cadena de PVCL
injertada en el copolimero, la LCST disminuye. Ademas, el menor espaciamiento
entre las cadenas de PVCL injertadas en el copolimero, la temperatura de
transicion disminuye. Este material también es responsivo ante pH y fuerza
iGnica.
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Una de las caracteristicas principales de este material, es su solubilidad en agua
a temperatura por debajo de su LCST. Recordemos que la Cs solamente es
soluble en medio &cido; este hecho es una evidencia de la adecuada conjugacion
de Cs/PVCL. Este material termosensible cuenta con propiedades favorables

para encapsulacion y entrega de farmacos (Arguelles-Monal et al., 2018).

[1.8. Métodos de Obtencién de Nanoparticulas Poliméricas

Existen varios métodos para obtener nanoparticulas (NP) a partir de quitosano y
sus derivados. Algunos procesos incluyen el auto-ensamblaje o
entrecruzamiento, de esta manera la estructura de las cadenas poliméricas se
ordena en escala nanoscopica por interacciones intermoleculares o
intramoleculares de tipo covalente o no covalente. Los métodos para la formacion

de nanoparticulas a partir de quitosano se presentan en la Figura 5.

Nanoparticulas de

quitosana
|
| | | |
Autoensamblado
derivados Coacervacién Reticulacion quimica Reticulacion idnica
hidrofobos

., Gelificacion
Coacervacion - . P
— — Genipina ionotroépica

compleja Tripolifosfato sédico

Ester etilenglicol
diglicol (EGDE)

— Precipitacion

—  Glutaraldehido

FIGURA 5. Métodos para preparacion de nanoparticulas a partir de quitosana.
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Cabe destacar que, a pesar de la cantidad de agentes quimicos existentes para
la formacion de nanoparticulas a partir de quitosana, solo unos pocos cuentan
con potencial real para el futuro desarrollo de aplicaciones farmacéuticas. Por
ejemplo, la gelificacion ionotrépica utilizando tripolifosfato de sodio es uno de los
métodos mas estudiados (Figura 6), la cual ocurre debido a las interacciones
electroestaticas entre productos de la disociacion del TPP en solucion acuosa
con los grupos aminos libres de la Cs. El tamafio de particula obtenido por este
método varia segun el pH del medio y a la fuerza idnica, logrando obtener NP
entre 100 y 350 nm y potencial- en un rango de +30 y +50mV (Goycoolea et al.,
2009; Paz et al., 2011).

Quitosa TPP

@ ' CH,OH H NH, +

Gelificacion
ionotrépica

FIGURA 6. Proceso de formacion de nanoparticulas a partir de la gelificacion

ionotrépica entre la quitosana y el tripolifosfato sédico.

[1.9. Aplicaciones Biomédicas de Nanoparticulas Termosensibles

Estudios previos han reportado la preparacion de NP a partir del copolimero Cs-

g-PVCL y su capacidad como transportadoras de sustancias antitumorales, como
14



el 5-Fluracilo y la carcuma. Las NP presentaron temperatura de transicion en el
rango de 38-45°C en medio acuoso, con un diametro promedio de 150 nm, el
cual aumento hasta los 200 nm cuando se cargan con la sustancia antitumoral.
Segun estudios realizados de liberacion de farmacos, citotoxicidad, pruebas in
vitro con células y apoptosis, estas NP podrian resultar buenas candidatas para

utilizarse como liberadoras de farmacos antitumorales (Rejinold et al., 2011).

En otro estudio, se reporta la liberacion de farmaco en funcion del pH y de la
temperatura del medio, en la cual se observé un incremento en la liberacion al
encontrarse por arriba de su LCST en condiciones acidas (Sanoj Rejinold et al.,
2011). Por otro lado, NP-Cs-g-PVCL cargadas con carcuma se conjugaron con
NP metélicas para evaluar su viabilidad como posible sistema de terapia contra
el cancer asistida por radiofrecuencia. De esta manera, al inducir el calentamiento
asistido por radiofrecuencia, el sistema alcanzo la temperatura de transicion de
fase y el farmaco fue liberado. Estas NP presentaron tamafio alrededor de los
170 nm y un potencial Z de +18 mV (Rejinold et al., 2014).

11.10. Técnicas de Caracterizacion

En esta seccién se describen los rasgos fundamentales de las técnicas de
caracterizacion empleadas para el desarrollo de este trabajo de investigacion.

11.10.1. Espectroscopia FTIR

Constituye una técnica espectroscépica de amplio uso basada en la excitacion
de los modos de vibracion de las moléculas por absorcion de la radiacion
infrarroja. Aunque esta comprende longitudes de onda (A) entre visible y
microondas, la regién de infrarrojo medio entre 4000-300 cm™? es la mas
empleada desde un punto de vista practico. Durante la excitacion es necesaria
una vibracion del momento dipolar de la molécula para que se produzca
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absorcion en el IR que puede asociarse a vibraciones de tension (simétrica o
asimétrica) o de deformacion. El espectro infrarrojo de un compuesto proporciona
gran informacion sobre sus propiedades internas como: composicion quimica,
impurezas, interaccion entre sustituyentes, analisis de grupos funcionales, etc.

Por lo que es de gran importancia en analisis cualitativo.

[1.10.2. Espectroscopia Raman

La teoria de la dispersion Raman, demuestra que el fendmeno esta relacionado
con los cambios vibracionales cuantizados que se producen en la absorcién
infrarroja. Por tanto, la diferencia de longitud de onda entre la radiacion visible
incidente y dispersada corresponde a las longitudes de onda de la regién del
infrarrojo medio. Sin embargo, los tipos de grupos funcionales que identifican
cada uno de los espectrometros, permite que estas técnicas sean
complementarias. Los espectros Raman se obtienen al irradiar una muestra con
una potente fuente laser de radiacion monocromaética visible o infrarroja. Durante
la irradiacion, se registra el espectro de la radiacion dispersada un cierto angulo

con un espectrémetro adecuado.

[1.10.3. Anélisis Termogravimétrico

La termogravimetria (TG) es la rama del andlisis térmico que examina el cambio
de masa de una muestra en funcion de la temperatura en el modo de exploracion
o en funcién del tiempo en el modo isotérmico. No todos los eventos térmicos
provocan un cambio en la masa de la muestra (por ejemplo, fusion, cristalizacion
o transicién vitrea), pero hay algunas excepciones muy importantes que incluyen
desorcion, absorcién, sublimacién, vaporizacion, oxidacién, reduccion vy
descomposicion. TG se utiliza para caracterizar la descomposicion y la
estabilidad térmica de los materiales bajo una variedad de condiciones y para
examinar la cinética de los procesos fisicogquimicos que ocurren en la muestra.
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Las caracteristicas de cambio de masa de un material dependen fuertemente de
las condiciones experimentales empleadas. Factores tales como masa de
muestra, volumen y forma fisica, la forma y naturaleza del porta muestras, la
naturaleza y presion de la atmdésfera en la cAmara de muestra y la velocidad de
exploracion tienen influencias importantes sobre las caracteristicas de la curva

TG registrada (Hatakeyama and Quinn, 1999).
[1.10.4. Dispersién de Luz Dinamica

Esta técnica es de importancia basica y elemental para conocer el tamafio
hidrodindmico de las nanoparticulas. El cual incluye cualquier capa de hidratacién
o0 solvente que rodea las particulas. También, permite conocer la distribucién del

tamafo de las particulas (indice de polidispersidad).
[1.10.5. Potencial-

Se mide a partir de mediciones de la movilidad electroforética de las particulas.
Dicha movilidad se refiere a la velocidad que una particula obtiene por el campo
eléctrico utilizado. La velocidad y el campo eléctrico son datos correspondientes,
por lo que si E incrementa de igual forma lo hace 7. Por lo que la movilidad

electroforética no dependera del campo eléctrico.

Ec. (1) p=

[>T RS
Il
=1

La movilidad electroforética depende de la carga de la particula y del coeficiente
de friccién. Este ultimo es afectado por la viscosidad del medio, el tamafio y la
forma de la particula. Mientras que la carga puede variar por el pH del buffer o
por la fuerza ionica del medio.

q|E|

Ec. (2) ol =%
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Tomando la ecuacion anterior se establece que la velocidad de la particula se
vera afectada por la intensidad del campo eléctrico. La movilidad es una
constante fisica para una sustancia si se mantiene sin modificaciones el medio

(pH, fuerza idnica, viscosidad) y la temperatura.

11.10.6. Turbidimetria

A partir de mediciones por turbidimetria es posible determinar la temperatura
incipiente de transicion de fase en una disolucibn o en un sistema
nanoparticulado. Este parametro es de gran importancia en los materiales que

presentan una respuesta reversible ante cambios de temperatura.

[1.10.7. Microscopia Electrénica de Barrido

Esta técnica, proporciona informacion sobre la morfologia superficial de los
materiales aumenta. En un microscopio electronico se barre mediante un rastreo
programado la superficial del solido con un haz de electrones de energia elevada
y como consecuencia de ello se producen en la superficie diversas sefales. En
las micrografias, las areas oscuras corresponden a zonas de baja reflectividad y
las areas blancas a zonas rugosas y relieves superficiales. Es importante recubrir
metalicamente las muestras, para permitir la conductividad de la superficie, y asi

eliminar la estatica y aumentar la reflectividad electronica.

11.10.8. Microscopia de Fuerza Atdmica

La microscopia de fuerza atdbmica (AFM) consta de cuatro partes principales: un
cantilever con una punta afilada, generalmente hecha de silicio o nitruro de silicio,
montado debajo; un escaner que maneja el cantilever; un diodo laser; y un

detector sensible a la posicion. A medida que la punta explora la superficie, las
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interacciones entre la punta del AFM y las caracteristicas de la superficie

provocan el desplazamiento del cantilever.

Este desplazamiento se mide al detectar la deflexion de un rayo laser débil,
generado por el diodo laser, que se refleja en la parte posterior del cantilever con
el detector de fotodiodo. ElI microscopio de fuerza atdmica crea imagenes
topogréficas de la superficie dibujando la desviacién del rayo laser ya que su
punta escanea la superficie. Este disefio mejoro en gran medida la sensibilidad
del disefio del microscopio ya que el movimiento de la palanca se puede
amplificar facilmente por la trayectoria de la luz. Sin embargo, el punto mas
importante de este disefio para propésitos biomédicos es que hace posible la
operacion de microscopia de fuerza atébmica en ambientes ambientales o en
soluciones acuosas a temperatura ambiente o0 a 37 °C. Estas condiciones son
necesarias para obtener imagenes de muestras biologicas nativas en sus

entornos fisiologicos (Chang et al., 2012).
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lIl. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

En este capitulo se describen los pasos seguidos para el desarrollo del presente
trabajo. Primeramente, se hace una breve descripcion de los materiales de
partida que se utilizaron. Posteriormente, se indica el método utilizado para la
preparacion de las nanoparticulas a partir del copolimero Cs-g-PVCL, asi como

la informacion basica de la caracterizacion llevada a cabo.

I11.1. Materiales

La mayoria de los reactivos y solventes utilizados para la realizacion de este
trabajo fueron utilizados tal y como se recibieron, con excepcion de del &cido 4,4'-
azobis(4-cianovalérico) (ACVA, recristalizado con etanol) y la quitosana. Para
todos los experimentos se utiliz6 agua pura Tipo 2 con una conductancia <
0.2uS/cm.

[ll.2. Preparacién de los Materiales

Este apartado comprende los detalles de la purificacion de la quitosana, la
sintesis del homopolimero y copolimeros, asi como la metodologia seguida para
la formacion de las nanoparticulas. Asi mismo, se describe las técnicas de

caracterizacion utilizadas.

[11.2.1. Purificacién de la Quitosana

Se disolvié Cs en &cido acético al 0.5 M. Posteriormente, se filtré por medio de
vacio con un filtro de grado 1, y después se precipité con hidréxido de amonio 1
M. El material se sometié a varios lavados frente a agua, y se separ0 por
centrifugacion, hasta que el residuo mostré6 una conductividad similar a la del

agua pura. Por ultimo, se congeld y se liofilizd para obtener la Cs purificada.
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[11.2.2. Sintesis de PVCL-COOH

La polimerizacion se realizé de acuerdo con el método reportado para obtener
PVCL-COOH (M, = 18kDa) por Fernandez et al (2015). Brevemente, el
mondmero se disolvio en isopropanol (concentracion 1 M), el oxigeno se elimind
mediante dos ciclos de congelacion-vacio-descongelacién ya que este puede
afectar al material. Después se coloc6 en un bafio de aceite previamente
calentado a 60 °C, se agregd el ACVA (relacion molar mondmero/iniciador:
100/0.3) cuidadosamente para iniciar la reaccion en cadena; la reaccion
permanecio bajo atmosfera de nitrogeno a 60 °C y agitacion constante durante 4
h. Se retiré el matraz y se colocé en un bafio de agua fria para detener la reaccion.
El producto se purificé por didlisis (membranas de 8 kDa) contra etanol (12 h),
etanol-agua 1:1 (12 h), y agua pura (24 h). El material se congelo, liofilizé y

almaceno en lugar seco.

[11.2.3. Sintesis del copolimero Cs-g-PVCL

Se sintetizé el material por medio de la amidacion de los grupos aminos en la
quitosana con los grupos terminales -COOH de la PVCL, utilizando DMTMM
como activador de sus grupos carboxilicos. Para esto, se prepard una disolucion
de Cs en HCI (0.5% en peso) a temperatura ambiente. Posteriormente, se
adiciona la PVCL-18 al frasco de reaccion junto con la DMTMM,; la reaccion de
injerto permanece a temperatura ambiente, agitacion constante durante 3 d. La
conjugacion se detiene por adicion de acetona pura, lo cual ocasiona la
precipitacion del material. El producto se purifico con lavados con acetona y por
extraccion Soxhlet durante 48 h, para asegurar la eliminacion de cadenas de
PVCL no injertadas en la quitosana. El copolimero Cs-g-PVCL-18 se disolvio en
agua, se congeld vy liofilizé. Los copolimeros Cs-g-PVCL-04 y Cs-g-PVCL-26
puros (cadenas de PVLC injertadas con M, de 4 y 26 kDa, respectivamente)

fueron donados por el Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo.
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[11.2.4. Preparacion de nanoparticulas a partir de Cs-g-PVCL

Para obtener las nanoparticulas a partir del copolimero Cs-g-PVCL, se llevé a
cabo el entrecruzamiento ionotrépico con tripolifosfato de sodio, de acuerdo con
el método planteado por (Calvo et al., 1997) con ligeras modificaciones.
Brevemente, se disuelve el copolimero en agua mili-Q y se coloca en agitacion
constante a una temperatura ambiente. Simultdneamente, se preparé una
disolucion de TPP en agua. Las nanoparticulas de Cs-g-PVCL se formaron
espontaneamente al adicionar gota a gota el TPP a la solucion de copolimero,
bajo agitacion magnética moderada. Posteriormente, la muestra se soénico
(procesador ultrasénico Q500, QSONICA) durante 5 minutos con una amplitud
del 35%. Las NP-Cs-g-PVCL se centrifugaron para eliminar posibles residuos y

se re-suspendieron en agua.

Para evaluar las condiciones idéneas para la formacion de nanoparticulas se
siguié el método reportado por Calvo y col. (1997). Se evaluaron diferentes
factores para el tamafio y distribucion de las particulas, tales como concentracion
de TPP, concentracion de copolimero y la relacion copolimero/TPP. En todos los
casos, la relacion v/iv de copolimero/TPP fue de 10 a 1. La apariencia de las
nanoparticulas se analizé visualmente para identificar la formacion de

nanoparticulas, agregados y solucién polimérica simple.

[11.2.5. Preparacion de NP cargadas con doxorrubicina

La capacidad de las NP-Cs-g-PVCL como sistema de encapsulacion de
farmacos, se evalué utilizando doxorubicina (DOX) como farmaco antitumoral
modelo. En este caso, se prepard una disolucién acuosa (pH 6) del copolimero
con la cantidad deseada de doxorubicina (la relacion p/p de copolimero/DOX fue
de 5:1 y 10:1); posteriormente, se adicion0 gota a gota la solucion de TPP
(concentraciones de 20 %, 25 %y 30 % p/p). La eficiencia de encapsulacién (EE,
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ecuacion 3) y capacidad de carga del farmaco (LC, ecuacion 4) en el sistema NP-
Cs-g-PVCL, se determinaron de forma indirecta a partir de mediciones por
espectrofotometria UV-vis a 480 nm. Para ello se prepard por triplicado, una
curva de calibracién usando un rango de concentraciones seriada entre 0.1y 8 x
104 mg mL1.

EC. (3) EE(%) — Waox Total=Wdox libre X 100
Wdox Total
Ec. (4) LC(%) = Waox Total=Wdox libre X 100
Wnp

I11.3. Caracterizacién de los materiales

[11.3.1. Espectroscopia FTIR

Los espectros FT-IR se efectuaron en modo de reflexion atenuada en un
espectrometro FT-IR Perkin Elmer Frontier. Las muestras se analizaron a

temperatura ambiente por 16 escaneos a una resoluciéon de 4 cm-2,

[11.3.2. Espectroscopia Raman

Los espectros Raman de los materiales analizados se obtuvieron en un
espectrometro Witec Alpha 300 Confocal Raman Microscope. Laser 532,
potencia de 49 mW.

11.3.3.DLS

Las mediciones de DLS y (-potencial se realizaraon al mismo tiempo en un
Mobiug (Wyatt Technologies), bajo temperaturas controladas. El sistema Mébiug

utiliza un laser de modo longitudinal Unico de 45 mW que funciona a una longitud

23



de onda de 532 nm. Las mediciones se realizaron con un angulo de dispersion
de 163.5°. La muestra se someti6 a un programa de calentamiento por
temperatura de 0,25 °C minl. A cada temperatura, la muestra se mantuvo en
equilibrio durante 40 min antes de las mediciones. Las soluciones PVCL y Cs-g-
PVCL se filtraron 0,2 um justo antes de las mediciones. Posteriormente, las
muestras se cargaron en una cubeta de cuarzo de 45 pL con conjunto de
electrodos. La recopilacion y el andlisis de datos se llevo a cabo con el software
DYNAMICS 7.8.0.26 (Wyatt Technology Corporation).

1.3.4. AFM

Las caracteristicas topograficas de las muestras NP-Cs-g-PVCL se siguieron por
AFM. Las imagenes se obtuvieron utilizando un equipo de sistema XE-Bio (Park
Systems Corp., Suwon, Corea) en modo de no contacto, utilizando un cantilever
NCHR. La recopilacion de datos y el analisis se procesaron utilizando el software
XEI 1.8 (Park Systems Corp.).

[11.3.5. UV-vis

La LCST se determiné utilizando un espectrofotometro Shimadzu Biospec 1601
Double Beam UV-Vis equipado con un dispositivo controlador de temperatura
termoeléctrico de célula CPS-240A (Shimadzu). El analisis se realiz6 midiendo la
absorbancia del sistema (1 mg ml') a 450 nm. La velocidad de
calentamiento/enfriamiento fue a 1 °C min', de 25 a 60 °C. En todos los casos,
las soluciones tenian un pH de 6. La LCST se defini6 como la temperatura
incipiente de la transicion de fase del sistema durante la rampa de calentamiento
de las soluciones acuosas de polimero. Se aplicaron ciclos de calentamiento y

enfriamiento.
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[11.3.6. Andlisis termogravimétrico (TGA)

El andlisis termogravimétrico se realizé en un TGA Pyrys (Perkin Elmer). Las
muestras se analizaron en un intervalo de RT a 600 °C a 10 °C min't, en 10 mL
de flujo de nitrégeno mint. La recolecciéon de datos y el andlisis se llevaron a

cabo con el software de la serie Puris.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1. Preparacion de materiales

La quitosana se sometié a un proceso de filtrado, principalmente para eliminar
posibles residuos contenidos en el producto comercial original y de cierta forma
homogeneizar el tamafio de las cadenas macromoleculares, de acuerdo con la
metodologia reportada por Fernandez-Quiroz et al. (2015). El producto obtenido
presentd coloracion ligeramente amarillenta, y altamente poroso debido al

procesamiento de secado por liofilizado.

Por otro lado, la PVCL-COOH se sintetiz6 a partir de polimerizacion radicalica
controlada de acuerdo con la metodologia reportada por Fernandez-Quiroz et al
(2015). Se utiliz6 ACVA como iniciador debido a que cuenta con grupos
carboxilicos en su estructura lo que promovera a que las cadenas posean estos
grupos terminales, y de esta manera puedan reaccionar con los grupos amino
libres de la quitosana. Al variar las concentraciones de iniciador, monémero,
disolvente o realizando la reaccién a distintas temperaturas se pueden obtener
diferentes tamafios de cadenas poliméricas. De acuerdo con el método
reportado, se obtuvo un polimero con un tamafio de cadena de 18 Mn (kDa), con
aspecto altamente poroso de color blanco, debido al proceso de secado del

material mostrando similitud a un algodén convencional.

IV.2. Formacion de Nanoparticulas a Partir de Cs-g-PVCL

En este apartado se describe la preparacion de nanoparticulas a partir del
copolimero Cs-g-PVCL, obtenidas de forma espontanea en medio acuoso (pH 6)
y a temperatura ambiente (Figura 7). Para investigar la factibilidad de la
preparacion de NP-Cs-g-PVCL-18 por gelificacion ionotropica, se siguido un
protocolo similar al desarrollado por Calvo et al., (1997). Se realizaron una serie
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de experimentos controlando la interaccion del copolimero con el contraion TPP,

para determinar los parametros optimos para la formacion de las nanoparticulas.
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FIGURA 7. Procedimiento experimental del proceso de formacion de NP-Cs-g-

PVLC por gelificacion ionotropica.

La Figura 8 muestra los resultados del estudio de la preparacion de las

formulaciones copolimero/TPP, en las cuales se puede observar que la formacion

de NP es posible solamente bajo ciertas concentraciones de TPP y copolimero.
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FIGURA 8. Formacion de nanoparticulas a partir Cs-g-PVCL-18, mediante

analisis visual: o solucion, e nanoparticulas, and A agregados.
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En el intervalo de concentracion del copolimero de 1-3 mg mL?, la formacién de
NP se favorece preferentemente adicionando TPP en concentraciones de 0.2 a
0.25 mg mL, aunque para algunas concentraciones de copolimero es posible la
formacién de NP utilizando 0.15 0 0.30 mg mL™. Por otro lado, los experimentos
gue permanecieron en solucion fueron debido a que la cantidad de TPP
adicionada no era suficiente para favorecer el entrecruzamiento de todo el
copolimero; de igual manera, la adicibn excesiva de TPP a la disolucion
polimérica provoco que el material precipitara.

La Tabla Il muestra los datos del tamafio hidrodinamico obtenidos por DLS para
diferentes relaciones w/w de copolimero/TPP. Se observa claramente un
incremento en el di@metro hidrodinamico (Dn) con el incremento en la
concentracion de copolimero utilizado y la concentraciéon de TPP utilizado,
obteniéndose NP de 156 a 308 nm.

TABLA Il. Efecto de la concentracion de TPP y copolimero en el tamafio
hidrodindmico de NP-Cs-g-PVCL-18.2

Concentracion de Concentracion de TPP (mg mL™Y)
copolimero 0.2 0.25 0.30
(mg mL1)
1 156+3.4 165.5+3.2 175.7£1.9
2 202+2.3 218+2.1 237.242.05
3 239.4+2.1 282+3.1 308.2+3.3

@ En todos los casos, la relacion v/iv de copolimero/TPP fue de 10:1.

La Figura 9 muestra la distribucién de tamafio hidrodindmico del sistema NP-Cs-
g-PVCL-18, preparadas a partir de la relacion p/p de copolimero/TPP de 1/0.2.
El grafico obtenido por DLS muestra una curva monomodal cuyo Dy se encuentra
alrededor de 156 nm, con indice de polidispersidad de 0.20. Estas NP
presentaron un potencial-¢ de +35 mV. Este valor favorece que las nanoparticulas
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se mantengan de forma coloidal y estables en suspension, evitando la formacion
de agregados. De acuerdo con Azouri et al.,, (2006), un sistema coloidal
suspendido que presente un potencial-¢ por arriba de +25 mV o por debajo de -
25 mV se considera un sistema estable.
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FIGURA 9. Distribucion del tamafio hidrodinamico de nanoparticulas obtenidas a

partir de Cs-g-PVCL-18

IV.3. Caracterizacion morfolégica

La morfologia de la NP se analiz6 mediante AFM. La Figura 10a permite apreciar
que las NP exhiben una morfologia pseudo-esférica, ademas de que no se
observa agregacion de las NP. De acuerdo con el andlisis del perfil de tamafio
de las NP (escaneo de region de la imagen obtenida por AFM), se observa un
didmetro alrededor de 115 nm vy altura entre 2.8-6.5 nm (Figura 10b). Este
resultado es ligeramente inferior a los valores obtenidos por DLS, debido

probablemente al proceso de secado aplicado.
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FIGURA 10. Morfologia de las nanoparticulas obtenidas a partir de Cs-g-PV-18:
(a) imagen AFM, (b) perfil de tamafios.

IV.4. Caracterizacién fisicoquimica

La formacién de la amidacion entre la PVCL y la quitosana se confirmé mediante
el analisis de espectroscopia FTIR y RAMAN. En la Figura 11 (a) se puede
observar el espectro FTIR de la quitosana pura, la PVCL y el copolimero
obtenido. La quitosana presenta bandas en 1657cm la cual se debe a su amida
(amida I, por vibracién de estiramiento de C = O), 1584 cm™! por su amida Il (amida
I, debido a la vibracién por deformacién de N - H), 1155 cm (C-O-C, vibracion
de fuerza asimétrica). Por otro lado, la PVCL presenta picos caracteristicos en
1618 cm (banda amida I), 1440 cm (banda deformacional C - H), 841 cm*
(vibracion por estiramiento de C-N) y 715 cm (vibracién de deformacién N-H
fuera del plano). Las bandas presentes en los espectros de la Cs y la PVCL se
pueden apreciar de igual manera, en el espectro del copolimero CS-g-PVCL. Se
pueden apreciar corrimientos de banda en el espectro del copolimero de la amida
|y Il situadas en 1619 cm™ y 1515 cm™ de la Cs, esto confirma la amidacién de

los grupos carboxilos en la PVCL con los grupos amina en la Cs.

En la Figura 11 (b) se muestra el espectro FTIR del copolimero Cs-g-PVCL-18 y

el de las nanoparticulas obtenidas. En el espectro de las NPs se pueden
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FIGURA 11. (a) Espectro FTIR de la quitosana pura, la PVCL y el copolimero Cs-

g-PVCL-18. (b) Espectro FTIR de Cs-g-PVCL-18 y de sus nanoparticulas.
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observar las bandas caracteristicas de la Cs: amida | y amida Il en 1634 cm™y
1531 cm? respectivamente. Este corrimiento de banda, se debe a la interaccion
i6nica entre los grupos amino cargados positivamente y los grupos del TPP
cargados negativamente (Ferndndez-Gutiérrez, 2015). De acuerdo con Socrates
(2001), la regién entre 1260-1200 cm se debe a la vibracién por estiramiento del
grupo P=0. En 893 cm™ aparecen las vibraciones de estiramiento de grupos P—
O-P (Socrates, 2001).

Se analizaron las muestras por Raman (Figura 12) para corroborar que la
quitosana fue injertada con la PVCL adecuadamente. La PVCL muestra bandas
caracteristicas a 848 cm (estiramiento de C-N), en 807 cm™ (vibracién por N-H)
y 705 cm? (vibracién de deformacién N-H fuera del plano). Estas mismas bandas

aparecen en el espectro Raman del copolimero de injerto.

Quitosana Pura

-1 -1 -1 -
901 cm 855 cm 806 cm 711 cm !

Intensidad (u.a.)

1000 I 900 I 800 I 700 I 600
Numero onda (cm™)
FIGURA 12. Espectro Raman en la regién de 1000-600 cm™* de la quitosana pura,
PVCL y copolimero Cs-g-PVCL-18.
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Por otro lado, los espectros de la quitosana y del copolimero de injerto presentan
una banda alrededor de 900 cm™ debido al estiramiento del anillo de D-
glucopiranosa. Por lo que estos espectros Raman confirman la formacion de

enlaces amida.

IV.5. Analisis Termogravimétrico

Las curvas termogravimétricas (TG) y termogravimétricas diferenciales (DTG)
para Cs, PVCL y Cs-g-PVCL se muestran en la Figura 13. Se puede observar en
la curva de la quitosana principalmente, una pérdida de peso alrededor de los
100 °C, este se debe a la humedad con la que contaba el material. Seguido de
una pérdida de peso mayor en un rango de los 300-330 °C, esto se debe a la
deshidratacion de los anillos sacéaridos y la despolimerizacion y descomposicion

de la quitosana.

La PVCL presenta una mayor resistencia a la temperatura en comparaciéon con
la Cs. Este polimero presenta su perdida maxima de peso en un rango de 385-
450 °C, esto se debe a su despolimerizacion térmica. En el caso del copolimero
se observan tres perdidas de peso. La primera al igual que en la Cs, se debe a
la perdida humedad alrededor de los 100 °C. El segundo cambio es atribuido a
la desintegracién de los restos desacetilados de la quitosana, cabe destacar que,
en este caso, la degradacion maxima ocurrié alrededor de los 230-250 °C, mas

de 50 °C de diferencia en comparacién con la Cs pura.

Segun lo descrito por Fernandez-Quiroz et al., (2015) esto demuestra que la
PVCL fue injertada en la estructura de la quitosana correctamente, ya que una
disminucién en la estabilidad térmica de la Cs se presenta cuando esta ha sido
modificada quimicamente, esto debido a la perdida de enlaces hidrogeno en su
cadena por el proceso de injertacion. Por ultimo, la tercera pérdida de peso del
copolimero presentada en 400-450 °C, se debe a la desintegracién de las
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cadenas de PVCL injertada en la Cs. El peso perdido en este ultimo paso

depende de la longitud de cadena de PVCL injertada.
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FIGURA 13. Analisis Termogravimeétrico (a) y termogravimétrico diferencial (b)

curvas de PVCL, quitosana y Cs-g-PVCL-18.
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La Tabla Ill muestra un resumen de los principales eventos térmicos de la PVCL,

la Csy el copolimero Cs-g-PVCL.

TABLA lll. Eventos térmicos de los materiales analizados por TGA.

Muestra TGA (°C) DTG (°C) Residuo a 600 °C
Ts5%2 Ts0% 2 Tmax® (%)
Quitosana 64 323 302 28
PVCL 352 415 415 0
Cs-g-PVCL 44 286 239 18

aTsw Y Tsow Son las temperaturas a las que el material perdio dicho porcentaje en
peso.
bTmax €S la temperatura a la cual ocurri6 a mayor velocidad el proceso de

descomposicion.

IV.6. Propiedades Térmicas de las Nanoparticulas

Para conocer el efecto de la longitud de cadena de PVCL injertada en las
propiedades termosensibles de las NP, se llevaron a cabo experimentos por
turbidimetria y por DLS.

IV.6.1.Andlisis Turbidimétrico

La sensibilidad ante estimulos de temperatura fue analizada por turbidimetria.
Este método nos permite determinar el punto de nueve (CPT), la cual nos indica
la temperatura a la cual el material comienza a cambiar de fase. La Figura 14
muestra el calentamiento del copolimero CS-g-PVCL-18 y de sus nanoparticulas
con una concentracién de 1 mg mL? en H20 con un pH 6. La temperatura de
transicion de fase resultante para el copolimero en solucion fue de 38.2 °C,
mientras que las nanoparticulas presentaron una CPT en 39.6 °C. Los resultados
fueron similares para todos los sistemas de nanoparticulas obtenidos.
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FIGURA 14. Absorbancia resultante a partir del copolimero Cs-g-PVCL-18 y sus
nanoparticulas en agua. La grafica interna muestra la dependencia del tamafio
de cadena injerta con respecto a sus CPT. Condiciones: 1mg mL?, pH 6,

Calentamiento: 1 °C min1, A=450 nm.

El efecto reversible se confirmé por medio de ciclos de calentamiento-
enfriamiento en las muestras. Las muestras analizadas presentaron una CPT
similar al momento del calentamiento y enfriamiento, mostrando valores muy
cercanos entre cada una (Figura 12). Este comportamiento se asocia con un
proceso de histéresis, el cual se ve beneficiado por la contraccion de las mismas
cadenas en el proceso de deshidratacién. Para las nanoparticulas, la histéresis
se modera principalmente debido al numero limitado de cambios
conformacionales debido a las restricciones topoldgicas de las cadenas laterales

de PVCL.
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IV.6.2.Anédlisis por Dispersion de Luz Dinamica

De igual forma se analiz6 la termo sensibilidad de las nanoparticulas por medio
de DLS. La figura (15) muestra el efecto de la temperatura en el Dy, el PDI y el
potencial-¢ para NP-Cs-g-PVCL-18.
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FIGURA 15. Efecto de la temperatura en (a) Dn); (b) PDI; y (c) Potencial-C de NP-
Cs-g-PVCL-18 e calentamiento, o enfriamiento. Concentraciéon: 1 mg mL* en

agua, pH 6, velocidad de calentamiento: 0.25 min™.
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Se puede observar que por debajo de su LCST el tamafio hidrodinamico de las
nanoparticulas es alrededor de los 160nm, sin embargo, al aumentar la
temperatura a 60 °C pueden alcanzar un tamafio de 280 nm. Este cambio esta
asociado a la transicion de fase de este copolimero termosensible, la cual se
debe a la asociacion hidrofébica de las NP. Por otro lado, el potencial-Z se
encuentra alrededor de los +28 mV, naturalmente este parametro es positivo
debido a la presencia de grupos aminos de la quitosana. Estas nanoparticulas
cargadas positivamente favorecen la atraccion de las células vivas cargadas
negativamente. Estudios previos de esta copolimero en solucién, han sugerido
que la razon de estos cambios de tamafio en las nanoparticulas estan
correlacionados a una transicion altamente cooperativa en donde ocurre un
cambio en el equilibrio hidrofébico/hidrofilico de las macromoléculas

injertadas.(Fernandez-Quiroz et al., 2016)

IV.7. Encapsulacion de farmacos

Se encapsuld el farmaco Doxorrubicina variando la relacibn de
copolimero:farmaco y copolimero:TPP, para evaluar la influencia de estos
pardmetros en la eficiencia de encapsulacion (EE) y capacidad de carga (LC). En
la Tabla IV se pueden observar los resultados obtenidos. Evidentemente los
valores de EE y LC aumentaron con la concentracion inicial de doxorrubicina para
todas las muestras. Por otro lado, se puede decir que al aumentar la
concentracion inicial de TPP la EE y la LC aumentan en ambos casos,
alcanzando valores hasta de 85 % y 9.1 %, respectivamente. Estos valores son
ligeramente mas altos que los adquiridos por otros sistemas similares de

nanoparticulas. (Sanoj Rejinold et al., 2015; Soares et al., 2016).

De acuerdo con estos resultados es posible establecer que el sistema NP-Cs-g-
PVCL tiene la habilidad para encapsulacion de farmacos antitumorales,
conservando sus propiedades fisicoquimicas.
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TABLA V. Caracteristicas de nanoparticulas de Cs-g-PVCL-18 cargadas con
DOX

Muestra Proporcion de Masa [TPP] EE (%) LC (%)
Copolimero:DOX

DOX-01 5:1 20% 65 1.6

DOX-02 5:1 25% 81 1.8

DOX-03 5:1 30% 85 9.1

DOX-04 10:1 20% 20 0.5

DOX-05 10:1 25% 42 0.8

DOX-06 10:1 30% 83 8.6
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

V.1. Conclusiones

En este trabajo se lograron obtener nanoparticulas termosensibles a partir del
copolimero Cs-g-PVCL por gelificacion ionotropica en medio acuoso (pH 6),
usando tripolifosfato de sodio como entrecruzante. La formacion de estas
nanoparticulas depende fuertemente de la concentracion de tripolifosfato de
sodio y copolimero utilizadas, las cuales pueden obtenerse en concentraciones
de copolimero entre 1 y 3 mg mL™, y la concentraciéon de TPP entre 0.20 - 0.25

mg mL™.

Las nanoparticulas obtenidas mostraron una temperatura de transiciéon de fase
reversible alrededor de 39 °C, la cual fue dependiente de la longitud de cadena
de PVCL injertada. Los nanosistemas presentaron morfologia pseudo-esféricas
con didmetro hidrodinamico alrededor de 150 nm y potencial-¢ de +35 mV. Asi
mismo, las nanoformulaciones exhibieron excelente capacidad para
encapsulaciéon de farmacos antitumorales, alcanzando por encima de 80% de
eficiencia de encapsulacion de la sustancia modelo. Estas caracteristicas son
prometedoras para la aplicacion potencial como sistemas de liberacién

controlada de farmacos antitumorales.
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V.2. Recomendaciones

Se recomienda estudiar la liberacion del farmaco encapsulado a partir de las
nanoparticulas del copolimero Cs-g-PVCL, en dependencia de la temperatura y
el pH del medio. Lo cual proporcionaréa las condiciones a las cuales se libera de

manera controlada la mayor cantidad de la sustancia antitumoral.

Evaluar el comportamiento y estabilidad de las nanoparticulas ante diferente pH
y fuerza idnica. Esto permitiria conocer el rango de aplicacion que podrian
alcanzar estos materiales, asi como sus condiciones de almacenamiento

idoneas.

En este trabajo las nanoparticulas a partir del copolimero Cs-g-PVCL presentaron
una temperatura LCST de alrededor de los 39 °C, se puede buscar reducir esta
temperatura a una mas cercana a la corporal (= 37 °C) aumentando el tamafio

de cadena injertada de PVCL en la estructura de la quitosana.
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